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RESUMO 
 
A própolis é caracterizada como um material resinoso produzido pelas abelhas a partir 
da coleta de materiais de diferentes fontes vegetais e exibe propriedades 
farmacológicas e biológicas atribuídas à presença de diferentes classes de compostos 
fenólicos. A extração com fluido supercrítico (SFE) é uma operação que explora o 
poder de solvatação dos fluidos à temperatura e pressão acima de seus valores críticos 
para extrair ou separar componentes de uma amostra. Esta tecnologia tem se 
mostrado eficaz para obtenção de extratos a partir de matrizes naturais. O objetivo do 
estudo foi o de determinar as melhores condições de processo para a obtenção de 
extratos de própolis verde brasileira (Paraná) utilizando a SFE. Para isso, foi avaliada a 
influência de diferentes parâmetros, como S/F (massa de solvente – CO2 – em relação 
à massa de soluto – própolis), percentual de co-solvente (1 e 2% de etanol), 
temperatura (40 e 50°C) e pressão (250, 350 e 400bar) utilizando dióxido de carbono 
(CO2) supercrítico. Foi estudado o rendimento e obtidas as Isotermas de Rendimento 
Global (GYIs) e composição química dos extratos em relação ao teor de compostos 
fenólicos totais, flavonoides, atividade antioxidante e 3,5-diprenil-4-hidroxicinâmico 
(Artepillin C) e Ácido 4-hidroxicinâmico (ácido p-cumárico).  Além disso, tendo em vista 
que as variações na composição química, e, consequentemente na atividade biológica 
da própolis estão associadas ao tipo e a sua origem geográfica, neste estudo, foram 
também avaliados extratos de própolis obtidos por extração supercrítica (SCO2 – 50°C, 
350bar, 1% de co-solvente e S/F de 110) e extração etanólica (EtOH – 80% a 70°C) de 
oito amostras de própolis de diferentes tipos, vermelha (Alagoas e Sergipe), verde 
(Minas Gerais e Paraná) e marrom (Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul), 
coletas em diferentes regiões geográficas do Brasil. As amostras foram caracterizadas 
em relação ao teor de proteínas, lipídeos, cinzas, minerais (sódio, potássio, cálcio e 
lítio), fibras, atividade de água e analisadas por Microscopia Eletrônica de Varredura 
(MEV). Os extratos foram analisados quanto ao teor de compostos fenólicos totais, 
flavonoides, atividade antioxidante in vitro (DPPH e ABTS), quantificação de Artepillin C 
e ácido p-cumárico por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) e atividade 
antimicrobiana. Os extratos EtOH foram avaliados também quanto a atividade 
antiprolifefativa frente a linhagens de células B16F10 (murino).  Em relação ao 
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emprego da SFE como método de obtenção de extratos de própolis (verde do Paraná) 
os melhores resultados foram identificados em 50°C e 350bar na presença de 1% de 
etanol (co-solvente) e S/F de 110. Nessas condições, foi identificado um teor de 
8,93±0,01 e 0,40±0,05g/100g de Artepillin C e ácido p-cumárico, respectivamente, 
evidenciando a eficiência do processo de extração. Em relação à análise comparativa 
dos extratos EtOH e SCO2 das diferentes amostras, as própolis vermelhas do nordeste 
brasileiro (Sergipe e Alagoas) apresentaram o maior potencial biológico, bem como, o 
maior conteúdo de compostos antioxidantes. Os melhores resultados foram 
apresentados para os extratos obtidos a partir da extração convencional (EtOH). 
Entretanto, foram identificadas as maiores concentrações de Artepillin C e ácido p-
cumárico nos extratos SCO2 (própolis verde e marrom), indicando assim uma maior 
seletividade do processo para extração destes compostos. Constatou-se que apesar do 
baixo rendimento do processo, os extratos obtidos por SFE apresentaram elevados 
teores de compostos de interesse, mostrando-se assim como um processo viável para 
obtenção de extratos de própolis verde. Os melhores resultados de atividade 
antioxidante foram apresentados pelas própolis vermelha e verde, evidenciando assim 
o potencial biológico dessas amostras. Por fim, destaca-se que a composição e 
atividade biológica da própolis brasileira variam significativamente a depender do tipo 
de amostra, da região geográfica de coleta e das condições de extração.  
 
Palavras-chave: Extração supercrítica; Artepillin C; própolis; propriedades biológicas; 
origem geográfica; compostos fenólicos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
15 
 
ABSTRACT  
 
Propolis is a resinous material collected by bees from sprouts and barks of different 
vegetable source and the propolis has pharmacological and biological properties 
attributed to the presence of different classes of phenolic compounds. The 
supercritical fluid extraction (SFE) is an operation that explores the solvation power of 
fluids at temperature and pressure above its critical values, to extracting or separating 
components of a sample. This technology has been effective for obtaining extracts 
from natural matrices. The aim of the study was to define the best process conditions 
for obtaining Brazilian green propolis extracts (from Paraná) using the SFE. For that 
definition, the influence of different parameters was evaluated, such as S/F (solvent 
mass – CO2 – relative to solute mass – propolis), percentage of co-solvent (1 and 2% 
ethanol), temperature (40 to 50°C) and pressure (250, 350 and 400bar) using 
supercritical carbon dioxide (CO2). The Global Yield Isotherms (GYIs) were obtained 
through the evaluation of the yield, and the chemical composition of the extracts was 
also obtained in relation to the total phenolic compounds, flavonoids, antioxidant 
activity and 3,5-diprenil-4-hidroxicinamic (Artepillin C) and Acid 4-hidroxicinmic (p-
coumaric acid). Furthermore, considering that the variations in the chemical 
composition, and consequently in the biological activity of propolis are associated with 
the type and geographical origin, samples of eight different propolis were evaluated, 
obtained by supercritical fluid extraction (SCO2 - 50°C, 350bar, 1% co-solvent and S/F 
110) and ethanoic extraction (EtOH - 80% at 70°C). The evaluated samples were: red 
(Alagoas and Sergipe), green (Minas Gerais and Paraná) and brown (Paraná, Santa 
Catarina and Rio Grande do Sul). The samples were characterized referring to protein, 
lipids, ash, minerals (sodium, potassium, calcium and lithium), fiber, water activity and 
analyzed by scanning electron microscopy (SEM). The extracts were analyzed for their 
content of phenolic compounds, flavonoids, in vitro antioxidant activity (DPPH and 
ABTS), quantification of Artepillin C and p-coumaric acid by high-performance liquid 
chromatography (HPLC) and antimicrobial activity. The EtOH extracts were evaluated 
as the anti-proliferative activity against B16F10 cell lines (murine) as well. For the SFE 
application as an extraction method to obtain propolis extract (green propolis from 
Paraná), the best results were found at 350bar, 50°C, presence of 1% ethanol (co-
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solvent) and 110 S/F.  Under these conditions, a content of 8.93±0.01 and 
0.40±0.05g/100g Artepillin C and p-coumaric acid were identified, respectively, 
showing efficiency of the extraction process. Regarding to the comparative analysis of 
EtOH and SCO2 extracts of different samples, the red propolis from northeastern Brazil 
(Sergipe and Alagoas) showed the highest biological potential and the highest content 
of antioxidant compounds. The best results were presented for the extracts obtained 
from the conventional extraction (EtOH). It was found that despite the low yield of the 
process, the extracts obtained by SFE showed elevated levels of compounds of 
interest, as well as proving to be a viable process to obtain propolis extracts. The best 
results of antioxidant activity were presented by red and green propolis, thus 
demonstrating the biological potential of these samples. Finally, there is the 
composition and biological activity of Brazilian propolis varies significantly depending 
on the sample type, geographic region gathering and extraction conditions. 
 
Key words: Supercritical extraction; Artepillin C; propolis; biological properties; 
geographical origin; phenolic compounds. 
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1.0 Apresentação 
 
Parte deste trabalho é oriundo do Projeto intitulado “Extração Supercrítica de 
Compostos Bioativos da Própolis” aprovado no Edital SENAI de Inovação (SENAI DN – 
Departamento Nacional) em parceria com o SENAI DR BA (Departamento Regional da 
Bahia) e com a empresa parceira Prodapys (Apis Nativa Produtos Naturais). O presente 
trabalho foi organizado no formato de capítulos para uma melhor apresentação e 
entendimento do mesmo, possuindo no total 8 (oito) capítulos. Cada capítulo refere-se 
a um item específico do trabalho, conforme descrito a seguir: 
 
O Capítulo 1 constitui a introdução geral da Tese. Neste capítulo são 
abordados, de forma resumida, vários aspectos relacionados a própolis, a aplicação 
científica e industrial de seus extratos, o potencial biológico dos diferentes tipos de 
própolis (verde, vermelha e marrom) e à justificativa para aplicação da técnica de 
extração supercrítica utilizando CO2 como fluido supercrítico para obtenção de 
extratos de alto valor agregado dessa matriz natural. 
 
O Capítulo 2 constitui os objetivos da Tese. Neste capítulo é abordado o 
objetivo geral e detalhados os objetivos específicos do trabalho. 
 
O Capítulo 3 constitui o artigo de revisão publicado na Revista Separation 
Science and Technology intitulado de Supercritical Fluid Extraction Using CO2: Main 
Applications and Future Perspectives. Neste capítulo são abordadas as principais 
aplicações da extração com fluido supercrítico através da busca em artigos científicos e 
patentes, onde os dados compilados e apresentados foram extraídos de 196 artigos 
científicos e 594 patentes. Além da descrição dos fundamentos e princípios da técnica 
de extração supercrítica, foram identificados os principais trabalhos desenvolvidos em 
diferentes áreas, como ciência de alimentos, produtos farmacêuticos, resíduos 
químicos, biocombustíveis e polímeros. Por fim, apresentou-se um estudo prospectivo 
com o perfil dos países detentores dessa tecnologia, evolução anual da mesma, e, 
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principais áreas de aplicação, bem como, as perspectivas futuras da tecnologia 
estudada. 
 
O Capítulo 4 constitui o artigo de revisão publicado na Revista Sitientibus: Série 
Ciências Biológicas intitulado de Levantamento dos estudos com a própolis produzida 
no estado da Bahia. Neste capítulo é apresentada a definição, aplicações biológicas e 
industriais da própolis, tipo de própolis a depender de sua origem geográfica, bem 
como, o panorama nacional da produção e importância econômica dessa matriz 
natural para o Brasil. São compilados os resultados identificados em 17 estudos que 
relatam especificamente o potencial da própolis produzida no estado da Bahia. 
Ressalta-se que a importância desse capítulo se deve principalmente porque nenhuma 
amostra de própolis originária da Bahia foi caracterizada experimentalmente no 
projeto que este trabalho encontra-se vinculado. Diante disso, foi possível levantar e 
mostrar as importantes aplicações e estudos já realizados com a própolis oriunda 
dessa região geográfica, identificando assim o potencial da própolis produzida nessa 
região. 
 
O Capítulo 5 constitui o artigo publicado na Revista Plos One intitulado de 
Determination of parameters for the supercritical extraction of antioxidant compounds 
from green propolis using carbon dioxide and ethanol as co-solvent. Neste capítulo 
foram determinadas as melhores condições de processo para obtenção de extrato de 
própolis verde brasileira utilizando a tecnologia de extração supercrítica. A partir dos 
resultados de caracterização encontrados para os extratos obtidos nas diferentes 
condições de processo, foi possível identificar os valores de temperatura, pressão, 
relação de massa de solvente por massa de amostra (S/F) e percentual de co-solvente 
para obtenção de extratos com maior potencial biológico utilizando CO2 como fluido 
supercrítico no processo extrativo. 
 
O Capítulo 6 constitui o artigo aceito para publicação na Revista Plos One 
intitulado de Chemical composition and biological activity of extracts obtained by 
supercritical extraction and ethanolic extraction of brown, green and red propolis 
derived from different geographic regions in Brazil. Neste capítulo foram avaliados 
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extratos de própolis obtidos por extração supercrítica e extração etanólica de oito 
amostras de própolis de diferentes tipos, vermelha, verde e marrom, coletas em 
diferentes regiões do Brasil, mostrando assim que as variações na composição 
química, e consequentemente, na atividade biológica da própolis estão inteiramente 
associadas ao tipo e a sua origem geográfica, bem como, ao método de extração. 
Ressalta-se que os parâmetros de processo utilizados para a obtenção dos extratos 
utilizando a tecnologia de extração supercrítica foram retirados do capítulo anterior. 
 
No Capítulo 7 é apresentado as considerações finais do presente trabalho. 
 
Por fim, no Capitulo 8 está listada toda a produção científica e técnica 
desenvolvida durante do período do doutorado, bem como, os prêmios obtidos. 
. 
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Capítulo 1. Introdução Geral 
 
2.0 Introdução 
 
A própolis é uma substância resinosa coletada pelas abelhas (Apis mellifera L.) a 
partir de brotos e folhas de diferentes árvores e plantas, misturado com pólen, bem 
como enzimas secretadas pelas próprias abelhas (Marcucci, 1995; Bankova et al., 2000; 
Choi et al., 2006). É considerada como um remédio popular tradicional e foi submetida 
a vários estudos farmacológicos e químicos nos últimos 30 anos (Zordi et al., 2014; 
Andreu et al., 2015). Essa matriz é amplamente utilizada em formulações cosméticas e 
produtos farmacêuticos, sendo um dos produtos naturais mais conhecidos e utilizados 
(Costa et al., 2013; Machado e Padilha, 2014). Muitos trabalhos relacionados com as 
suas propriedades terapêuticas, bem como com as diferenças nas suas composições 
foram publicadas até agora (Lotfy, 2006; Sforcin et al., 2011; Kasote et al., 2015; 
Cottica et al., 2015). 
Atualmente, os novos métodos de extração estão sendo investigados para 
substituir os métodos clássicos, como por exemplo, a extração com solvente, 
maceração, destilação a vácuo entre outros. Um dos mais promissores métodos é a 
extração com fluidos supercríticos (Supercritical Fluid Extraction – SFE), 
especificamente com o uso de dióxido de carbono (CO2) como o fluido supercrítico 
(Machado et al., 2013; Machado et al., 2014). Esta tecnologia tem se mostrado eficaz 
para aplicações em processos químicos, petroquímicos, farmacêuticos, ambientais e 
alimentícios principalmente por ser considerada uma tecnologia limpa. Além disso, o 
CO2 é considerado, não explosivo, não tóxico, disponível em alta pureza e com baixo 
custo (Lucas et al., 2002; Ghoreishi et al., 2011; Bashipour e Ghoreishi, 2014). A SFE é 
capaz de manter as propriedades antioxidantes dos extratos obtidos devido à 
utilização de baixas temperaturas, e esta característica é de extrema importância para 
as indústrias farmacêuticas e de alimentos (Ge et al., 2002; Agostini et al., 2012; 
Bashipour et al., 2012; Machado et al., 2013). Torna-se importante destacar que 
embora os fluidos supercríticos tenham sido conhecidos há mais de um século, estes 
ainda estão sendo tratados como uma descoberta recente (Machado et al., 2013). A 
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utilização desta técnica de extração como instrumento analítico e preparativo somente 
ganhou destaque nos últimos 30 anos, o que é confirmado pelo elevado número de 
artigos publicados e patentes depositadas nesta área em todo o mundo.   
A aplicação da SFE com a utilização de CO2 supercrítico para a extração de 
compostos de interesse da própolis é bastante viável. Zordi et al., (2014) avaliaram a 
influência de diferentes parâmetros para a extração de compostos lipofílicos de 
própolis italianas utilizando CO2 supercrítico. Os resultados obtidos indicaram duas 
possíveis aplicações do CO2 supercrítico para a extração de própolis: obter frações 
lipofílicas enriquecidas em componentes específicos ou como pré-tratamento do 
material bruto para facilitar extração adicional com etanol. Biscaia et al. (2009) 
compararam os rendimentos de extração de própolis brasileiras obtidos por diferentes 
processos, ou seja, a extração por SFE em uma única fase e em duas fases, com CO2 e 
CO2 acrescido de co-solvente, bem como por Soxhlet e maceração com diferentes 
solventes.  Foi identificado que o uso de etanol como co-solvente no processo de SFE 
aumentou o rendimento da extração em cerca de três vezes, em comparação com a 
extração apenas com CO2. 
Um importante ácido fenólico presente em amostras de própolis brasileiras e já 
relatadas em diferentes estudos é o 3,5-diprenil-4-ácido hidroxicinâmico (HPPC), 
também conhecido como Artepillin C (Keshavarz et al., 2009; Paviani et al., 2010; 
Cheung et al., 2011; Paviani et al., 2012). Lee et al., (2007) investigaram 
individualmente solventes orgânicos e CO2 supercrítico nos processos de extração para 
recuperar o Artepillin C da própolis brasileira. Alguns estudos apontam importantes 
atividades biológicas associadas ao Artepillin C, principalmente seus efeitos 
antitumorais (Matsuno et al., 1997; Kimoto et al., 1998; Shimizu et al., 2005). Foram 
relatados os efeitos inibidores de Artepillin C em carcinoma renal (Kimoto et al., 2000), 
supressão de angiogênese induzida por tumor (Ahn et al., 2007), efeitos anti-
inflamatórios em edema de pata em camundongos (Paulino et al., 2008), efeitos anti-
leucemicos (Kimoto et al. 2001a) e a inibição no desenvolvimento de cancro pulmonar 
(Kimoto et al. 2001b). 
A própolis brasileira é altamente valorizada no mercado internacional e ganhou 
enorme importância comercial devido a uma grande variedade de benefícios a saúde 
já comprovados (Salatino et al., 2011; Machado et al., 2012). A própolis verde, marrom 
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e vermelha são os tipos mais comuns de própolis brasileira. A própolis verde é oriunda 
da espécie vegetal Baccharis dracunculifolia e rica em compostos fenilpropanoides 
prenilados, triterpenoides e ácidos benzoicos e clorogênicos (Righi et al., 2011). A 
própolis marrom é derivada de espécies de Copaifera e contém principalmente 
flavonoides e terpenos (Sawaya et al., 2006). A própolis vermelha brasileira é obtida a 
partir de Dalbergia ecastophyllum e contém isoflavonas, benzofenonas preniladas 
entre outros compostos (Trusheva et al., 2006;  Piccinelli et al., 2011; Kasote et al., 
2014). 
A composição química da própolis é conhecida por ser complexa e variável 
entre as estações e regiões (Salatino et al., 2011). Numerosos fatores, tais como a 
composição florística da área, localização e tempo de coleta possuem relação com a 
composição química da própolis (Tagliacollo e Orsi, 2011; Kasote et al., 2014), e 
consequentemente com os seus efeitos biológicos. Por causa das diferenças 
geográficas, as amostras de própolis da Europa, América do Sul ou Ásia têm diferentes 
composições químicas (Marcucci, 1995). Diferentes estudos têm avaliado a 
composição química e atividades biológicas de amostras de própolis coletadas em 
regiões distintas. Por exemplo, as atividades biológicas de extratos de própolis da 
Coreia foram examinadas para a avaliação da qualidade em comparação com a do 
Brasil por Choi et al., (2006). As atividades antibacterianas e antioxidantes de própolis 
de diferentes procedências da Argentina foram investigadas e correlacionadas os 
valores com os níveis totais de compostos polifenólicos e flavonoides (Chaillou e 
Nazareno, 2009). As amostras analisadas apresentaram uma notável variabilidade em 
sua atividade antioxidante e poucas diferenças na atividade antibacteriana frente às 
cepas estudadas. A composição química, atividade antioxidante in vitro e a atividade 
antimicrobiana do extrato etanólico de doze amostras de própolis da Grécia 
continental, ilhas gregas, e no leste Chipre foram determinadas por Kalogeropoulos et 
al. (2009). Foi identificado que apesar das diferenças na composição química das 
amostras de própolis de diferentes localizações geográficas, todas apresentaram 
atividades antibacterianas e antifúngicas significativas. 
Por fim, destaca-se que diante das propriedades antioxidantes e 
antimicrobianas, associado ao fato de que vários dos seus componentes já estão 
presentes em alimentos e/ou aditivos alimentares, sendo essencialmente 
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reconhecidos como GRAS (Generally Recognized as Safe) (Burdock, 1998), a própolis é 
considerada como uma matéria-prima atraente para ser utilizada como um 
conservante natural em novas aplicações alimentares. Isso atende a demanda de 
antioxidantes e antimicrobianos naturais, impulsionadas pela crescente sensibilização 
dos consumidores por alimentos naturais e minimamente processados, com 
conservantes tradicionais ausentes ou em concentrações muito baixas (Han e Park, 
1995; Tosi et al., 2007; Costa et al., 2014). Além disso, a elevada utilização de solventes 
orgânicos nos diferentes processos industriais representa um problema discutido 
globalmente devido aos danos causados ao meio ambiente.  
Neste contexto, a justificativa deste trabalho baseia-se em três pontos 
principais: (1) identificar as condições de processos ideais para obtenção de extratos 
de própolis com elevados teores de compostos biologicamente ativos utilizando uma 
tecnologia limpa (extração com fluido supercrítico), é de grande importância e 
interesse para as indústrias de alimentos, farmacêutica e cosmética, tendo em vista o 
potencial de aplicação destes extratos em novos produtos; (2) conhecer o perfil 
químico e biológico de amostras de própolis do Brasil de diferentes tipos e origens 
geográficas é de grande relevância para a comunidade científica e industrial, pois além 
de contribuir para a valorização desta matéria-prima revela o potencial e 
características das mesmas; e ainda (3) realizar uma análise comparativa 
correlacionando o método de extração, tipo de amostra, caracterização química e 
caracterização biológica contribui para posicionar estudos futuros ou desenvolvimento 
de novos produtos utilizando o método mais eficiente para obtenção de extratos a 
depender do seu tipo de aplicação. Destaca-se por fim que são escassos os estudos 
que avaliam comparativamente diferentes tipos de própolis brasileira, e ainda, que 
utilizem métodos distintos para a obtenção dos extratos. 
 
Referências 
 
AHN, M. R.; KUNIMASA, K.; OHTA, T.; KUMAZAWA, S.; KAMIHIRA, M.; KAJI, K.; UTO, Y.; 
HORI, H.; NAGASAWA, N.; NAKAYAMA, T. Suppression of tumor-induced angiogenesis 
by Brazilian propolis: Major component artepillin C inhibits in vitro tube formation and 
endothelial cell proliferation. Cancer Letters, v. 252, n. 2, p. 235–243, 2007. 
24 
 
AGOSTINI, F.; BERTUSSI, R. A.; AGOSTINI, G.; SANTOS, A. T. A.; ROSSATO, M.; 
VANDERLINDE, R. Supercritical extraction from vinification residues: fatty acids, α-
tocopherol, and phenolic compounds in the oil seeds from different varieties of grape. 
Scientific World Journal, v. 2012, p. 1–9, 2012. 
ANDREU, G. L. P.; REIS, F. H. Z.; DALALIO, F. M.; FIGUEREDO, Y. N.; RUBIO, O. C.; 
UYEMURA, S. A.; CURTI, C.; ALBERICI, L. C. The cytotoxic effects of brown Cuban 
propolis depend on the nemorosone content and may be mediated by mitochondrial 
uncoupling. Chemico-Biological Interactions, v 228, p. 28-34, 2015. 
BANKOVA, V. S.; CASTRO, S. L. D.; MARCUCCI, M. C. Propolis: Recent advances in 
chemistry and plant origin. Apidologie, v. 31, n. 1, p. 3–15, 2000.  
BASHIPOUR, F.; GHOREISHI, S. M. Experimental optimization of supercriticalextraction 
of ß-carotene from Aloe barbadensis Miller via genetic algorithm. The Journal of 
Supercritical Fluids, v. 72, p. 312–319, 2012. 
BASHIPOUR, F.; GHOREISHI, S. M. Response surface optimization of supercritical CO2 
extraction of α-tocopherol from gel and skin of Aloe vera and almond leaves. The 
Journal of Supercritical Fluids, v. 95, p. 348–354, 2014. 
BISCAIA, D.; FERREIRA, S. R. S. Propolis extracts obtained by low pressure methods and 
supercritical fluid extraction. The Journal of Supercritical Fluids, v. 51, n. 1, p. 17–23, 
2009. 
BURDOCK, G. A. Review of the biological properties and toxicity of bee propolis 
(propolis). Food Chemistry and Toxicology, v. 36, p. 347–363, 1998. 
CHAILLOU, L. L.; NAZARENO, M. A. Bioactivity of propolis from Santiago del Estero, 
Argentina, related to their chemical composition. LWT - Food Science and Technology, 
v. 42, n. 8, p. 1422–1427, 2009. 
CHEUNG, K. W.; SZE, D. M. Y.; CHAN, W. K.; DENG, R. X.; TU, W.; CHAN, G. C. F. 
Brazilian green propolis and its constituent, Artepillin C inhibits allogeneic activated 
human CD4 T cells expansion and activation. Journal of Ethnopharmacology, v. 138, n. 
2, p. 463-471, 2011. 
CHOI, Y. M.; NOH, D. O.; CHO, S. Y.; SUH, H. J.; KIM, K. M.; KIM J. M. Antioxidant and 
antimicrobial activities of propolis from several regions of Korea. Food Science and 
Technology, v. 39, n. 7, p. 756–761, 2006. 
25 
 
COSTA, A. S.; MACHADO, B. A. S.; UMSZA-GUEZ, M. A.; CIRQUEIRA, M. G.; NUNES, S. B.; 
PADILHA, F. F. Survey of studies with propolis produced in the state of Bahia, Brazil. 
Sitientibus: Série Ciências Biológicas, v. 13, p. 1-7, 2013. 
COSTA, S. S.; MACHADO, B. A. S.; SOUZA, C. O.; DRUZIAN, J. I.; GUIMARÃES, A. G. Bi-
Functional biobased packing of the cassava starch, glycerol, licuri nanocellulose and 
red propolis. Plos One, v. 9, n. 11, p. e112554-e112554, 2014. 
COTTICA, S. M.; SABIK, H.; ANTOINE, C.; FORTIN, J.; GRAVELINE, N.; VISENTAINER, J. V.; 
BRITTEN, M. Characterization of Canadian propolis fractions obtained from two-step 
sequential extraction. LWT - Food Science and Technology, v. 60, n. 1, p. 609-614, 
2015. 
GHOREISHI, S. M.; BATAGHVA, E. Supercritical extraction of evening primrose oil: 
experimental optimization via response surface methodology. American Institute of 
Chemical Engineers Journal, v. 57, p. 3378–3384, 2011. 
HAN, S. K.; PARK, H. K. A study on the preservation of meat products by natural 
propolis: Effect of EEP on protein change of meat products. Korean Journal of Animal 
Science, v. 37, p. 551–557, 1995. 
KESHAVARZ, M.; MOSTAFAIE, A.; MANSOURI, K.; SHAKIBA, Y.; MOTLAGH, H. R. M. 
Inhibition of Corneal Neovascularization with Propolis Extract.  Archives of Medical 
Research, v. 40, n. 1, p. 59-61, 2009. 
KALOGEROPOULOS, N.; KONTELES, S. J.; TROULLIDOU, E.; MOURTZINOS, I.; 
KARATHANOS, V. T. Chemical composition, antioxidant activity and antimicrobial 
properties of propolis extracts from Greece and Cyprus. Food Chemistry, v. 116, n. 2, p. 
452–461, 2009. 
KASOTE, D.; SULEMAN, T.; CHEN, W.; SANDASI, M.; VILJOEN, A.; VUUREN, S. V. 
Chemical profiling and chemometric analysis of South African propolis. Biochemical 
Systematics and Ecology, v. 55, p. 156-163, 2014. 
KASOTE, D.; AHMAD, A.; CHEN, W.; COMBRINCK, S.; VILJOEN, A. HPTLC-MS as an 
efficient hyphenated technique for the rapid identification of antimicrobial compounds 
from propolis. Phytochemistry Letters, v. 11, p. 326-331, 2015. 
KIMOTO, T.; ARAI, S.; KOHGUCHI, M.; AGA, M.; NOMURA, Y.; MICALLEF, M. J.; 
KURIMOTO, M.; MITO, K. Apoptosis and suppression of tumor growth by Artepillin C 
26 
 
extracted from Brazilian propolis. Cancer Detection and Prevention, v. 22, p. 506-515, 
1998.  
KIMOTO, T.; AGA, M.; HINO, K.; KOYA-MIYATA, S.; YAMAMOTO, Y.; MICALLEF, M. J.; 
HANAYA, T.; ARAI, S.; IKEDA, M.; KURIMOTO, M. Apoptosis of human leukemia cells 
induced by Artepillin C, an active ingredient of Brazilian propolis. Anticancer Research, 
v.  21, p. 221–228, 2001a. 
KIMOTO, T.; KOYA-MIYATA, S.; HINO, K.; MICALLEF, M. J.; HANAYA, T.; ARAI, S.; IKEDA, 
M.; KURIMOTO, M. Pulmonary carcinogenesis induced by ferric nitrilotriacetate in 
mice and protection from it by Brazilian propolis and Artepillin C. Virchows Archiv, v. 
438, p. 259–270, 2001b. 
LEE, Y.-N., CHEN, C.-R., YANG, H.-L., LIN, C.-C., CHANG, C.-M. J. Isolation and 
purification of 3,5-diprenyl-4-hydroxycinnamic acid (Artepillin C) in Brazilian propolis 
by supercritical fluid extractions. Separation and Purification Technology, v. 54, p. 130-
138, 2007.   
LOTFY, M. Biological Activity of Bee Propolis in Health and Disease. Asian Pacific 
Journal of Cancer Prevention, v. 7, p. 22-31, 2006. 
LUCAS, A.; OSSA, E. M. D-L.; RINCÓN, J.; BLANCO, M. A.; GRACIA, I. Super-critical fluid 
extraction of tocopherol concentrates from olive tree leaves. The Journal of 
Supercritical Fluids, v. 22, p. 221–228, 2002. 
MACHADO, B. A. S.; CRUZ, L. S; NUNES, S. B.; UMSZA-GUEZ, M. A.; PADILHA, F. F. 
Estudo prospectivo da própolis e tecnologias correlatas sob o enfoque em documentos 
de patentes depositados no Brasil. GEINTEC - Gestão, Inovação e Tecnologias, v. 2, p. 
221-235, 2012. 
MACHADO, B. A. S.; PEREIRA, C. G.; NUNES, S. B.; PADILHA, F. F.; UMSZA-GUEZ, M. A. 
Supercritical Fluid Extraction Using CO2: Main Applications and Future Perspectives. 
Separation Science and Technology, v. 48, n. 3, p. 2741-2760, 2013. 
MACHADO, B. A. S.; PADILHA, F. F.; NUNES, S. B.; GUEDES, C. M. C.; COSTA, A. S.; 
UMSZA-GUEZ, M. A.; SILVA, R. P. D. Process for obtaining 3,5-diprenyl-4-
hydroxycinnamic acid (Artepillin C) propolis extract using supercritical carbon dioxide 
and co-solvent. 2014. Patente brasileira BR1020140320121. 
27 
 
MACHADO, B. A. S.; PADILHA, F. F. O processo de proteção das Indicações Geográficas 
no Brasil. In: SANTOS, F. L. (Org.). Desenvolvimento e perspectivas da propriedade 
intelectual no Brasil. Cruz das Almas: Editora UFRB, 2014, p. 105-120. 
MARCUCCI, M. C. Propolis: Chemical composition, biological properties and 
therapeutic activity. Apidologie, v. 26, p. 83–99, 1995. 
PAULINO, N.; ABREU, S. R. L.; UTO, Y.; KOYAMA, D.; NAGASAWA, H.; HORI, H.; DIRSCH, 
V. M.; VOLLMAR, A. M.; SCREMIN, A.; BRETZ, W. A. Anti-inflammatory effects of a 
bioavailable compound, Artepillin C, in Brazilian propolis. European Journal of 
Pharmacology, v. 587, n. 1–3, p. 296–301, 2008. 
PAVIANI, L. C.; DARIVA, C.; MARCUCCI, M. C.; CABRAL, F. A. Supercritical carbon 
dioxide selectivity to fractionate phenolic compounds from the dry ethanolic extract of 
Propolis. Journal of Food Process Engineering, v. 33, p. 15–27, 2010. 
PAVIANI, L. C.; DARIVA, C.; MARCUCCI, M. C.; SÁNCHEZ-CAMARGO, A.; CABRAL, F. A. 
Supercritical CO2 extraction of raw propolis and its dry ethanolic extract. Brazilian 
Journal of Chemical Engineering, v. 29, 243-251, 2012. 
PICCINELLI, A. L.; LOTTI, C.; CAMPONE, L.; CUESTA-RUBIO, O.; FERNANDEZ, M. C.; 
RASTRELLI, L. Cuban and Brazilian red propolis: botanical origin and comparative 
analysis by high-performance liquid chromatography photodiode array 
detection/electrospray ionization tandem mass Spectrometry. Journal of Agricultural 
and Food Chemistry, v. 59, p. 6484-6491, 2011. 
RIGHI, A. A.; ALVES, T. R.; NEGRI, G.; MARQUES, L. M.; BREYER, H.; SALATINO, A. 
Brazilian red propolis: unreported substances, anti-oxidant and antimicrobial activities. 
Journal of the Science of Food and Agriculture, v. 91, p. 2363-2370, 2011. 
SALATINO, A.; FERNANDES-SILVA, C. C.; RIGHI, A. A.; SALATINO, M. L. F. Propolis 
research and the chemistry of plant products. Natural Product Reports, v. 28, n. 5, p. 
925-936 2011. 
SAWAYA, A. C. H. F.; CUNHA, I. B. S.; MARCUCCI, M. C.; RODRIGUES, R. F. D.; EBERLIN, 
M. N. Brazilian propolis of Tetragonisca angustula and Apis mellifera. Apidologie, v. 37, 
p. 398-407, 2006. 
SHIMIZU, K.; SWADESH, K. D.; HASHIMOTO, T.; SOWA, Y.; YOSHIDA, T.; SAKAI, T.; 
MATSUURA, Y.; KANAZAWA, K.; Artepillin C in Brazilian propolis induces G0/G1 arrest 
28 
 
via stimulation of Cip1/p21 expression in human colon cancer cells. Molecular 
Carcinogenesis, v. 44, p. 293–299, 2005. 
SFORCIN, J. M.; BANKOVA, V. Propolis: is there a potential for the development of new 
drugs? 
Journal of Ethnopharmacology, v. 133, p. 253–260, 2011. 
TAGLIACOLLO, V. A.; ORSI, R. O. Quality of propolis commercialized in the informal 
market. Ciência e Tecnologia Alimentos, v. 31, p. 752-757, 2011. 
TRUSHEVA, B.; POPOVA, M.; BANKOVA, V.; SIMOVA, S.; MARCUCCI, M. C.; MIORIN, P. 
L.; PASIN, F. R.; TSVETKOVA, I. Bioactive constituents of Brazilian red propolis. 
Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, v. 3, p. 249-254, 2006. 
TOSI, E. A.; RÉ, E.; ORTEGA, M. E.; CAZZOLI, A. F. Food preservative based on propolis: 
Bacteriostatic activity of propolis polyphenols and flavonoids upon Escherichia coli. 
Food Chemistry, v. 104, p. 1025–1029, 2007. 
ZORDI, N.; CORTESI, A.; KIKIC, I.; MONEGHINI, M.; SOLINAS, D.; INNOCENTI, G.; 
PORTOLAN, A.; BARATTO, G.; DALL’ACQUA, S. The supercritical carbon dioxide 
extraction of polyphenols from propolis: a central composite design approach. The 
Journal of Supercritical Fluids, v. 95, p. 491–498, 2014. 
 
 
 
 
 
  
29 
 
Capítulo 2. Objetivos 
 
3.0 Objetivos 
 
3.1 Objetivo Geral 
 
O objetivo geral deste estudo foi investigar e determinar condições de processo de 
extração, incluindo temperatura, pressão, percentual de co-solvente e S/F (massa de 
solvente/massa de soluto) para obtenção de compostos de interesse presentes na 
própolis verde através da tecnologia de extração supercrítica, utilizando dióxido de 
carbono como solvente. Além disso, obter, caracterizar e avaliar comparativamente 
extratos de oito amostras de própolis oriundas de diferentes regiões geográficas do 
Brasil (verde, vermelha e marrom) por extração supercrítica (condições selecionadas) e 
extração convencional (etanólica). 
 
3.2 Objetivos Específicos 
 
Como objetivos específicos deste estudo, destaca-se: 
 
(1) Elaborar um estudo prospectivo e de revisão utilizando informações científicas 
e tecnológicas contidas nas bases de artigos e patentes sobre a tecnologia de extração 
supercrítica, identificando os principais trabalhos desenvolvidos em diferentes áreas, 
como ciência de alimentos, produtos farmacêuticos, resíduos químicos, 
biocombustíveis e polímeros, bem como, apresentar a evolução anual do depósito de 
patentes (até 2013) e principais países e empresas depositantes; 
(2) Elaborar um estudo de revisão a partir do levantamento de trabalhos 
publicados em bases de dados de artigos científicos e patentes relacionados a própolis 
produzida no estado da Bahia, correlacionando os aspectos físico-químicos, as 
atividades biológicas e aplicações; 
(3) Definir as condições de extração supercrítica para a própolis verde e obtenção 
de sua respectiva composição em relação ao teor de: (i) Artepillin C (3,5-diprenil-4-
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hidroxicinâmico), (ii) ácido p-cumárico (ácido 4-hidroxicinâmico), (iii) compostos 
fenólicos totais, (iv) flavonoides totais e (v) atividade antioxidante (DPPH - 2,2-difenil-
1-picrilhidrazila); 
(4) Comparar extratos de oito amostras de própolis (verde, vermelha e marrom) 
oriundas de diferentes regiões geográficas do Brasil, obtidos por: (i) extração com 
fluido supercrítico – CO2 (condições pré-selecionadas) e (ii) extração etanólica 
(convencional) em relação ao teor de: (i) compostos fenólicos totais, (ii) flavonoides 
totais, (iii) atividade antioxidante (DPPH e ABTS - 2,2’-azino-bis-[3-etilbenzotiazolina-6- 
acido sulfônico]), (iv) atividade antimicrobiana, (v) atividade antitumoral in vitro frente 
a células de B16F10 (murino) e (vi) composição química frente a alguns marcadores de 
interesse; 
(5) Caracterizar as amostras brutas de própolis (verde, vermelha e marrom) 
oriundas de diferentes regiões geográficas quanto ao teor de: (i) proteínas, (ii) lipídeos 
totais, (iii) cinzas, (iv) minerais, (v) atividade de água, (vi) umidade, (vii) fibras e (viii) 
morfologia. 
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Supporting Information 
http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0134489 
 
 
S1 Fig. The equipment used to obtain the extracts of green propolis was a pilot unity 
called SFT-110 Supercritical Fluid Extractor (Supercritical Fluid Technologies, Inc.). 
doi:10.1371/journal.pone.0134489.s001 
 
 
S2 Fig. Mounting the extraction cell (100 ml capacity): The ethanol was homogenised with 
the sample and placed in the extraction cell, together with wool and glass pearls to 
fill the cell. doi:10.1371/journal.pone.0134489.s002 
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S3 Fig. Green propolis extracts obtained by supercritical extraction. 
doi:10.1371/journal.pone.0134489.s003 
 
 
S4 Fig. Ultraviolet spectrum to the p-coumaric acid standard at 290 nm by HPLC. 
doi:10.1371/journal.pone.0134489.s004 
 
 
S5 Fig. Ultraviolet spectrum to the Artepillin C standard at 290 nm by HPLC. 
doi:10.1371/journal.pone.0134489.s005 
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S6 Fig. Chromatogram Green propolis extract obtained by supercritical extraction in 
the conditions of 50°C, 350 bar. doi:10.1371/journal.pone.0134489.s006 
 
S1 Table. Extraction for green propolis in relation to the Mean DPPH (%) and Mean 
Total Phenolic (%) obtained at different times for obtaining the pilot kinetic 
(Conditions: 40°C, 100 bar, CO2 flux of 6 g/min and 7.5 g of green propolis).  (Table 
support of Figure 3). doi:10.1371/journal.pone.0134489.s007 
Time Mean DPPH (%) Mean Total Phenolic (%) 
8,68 19,31086958 13,69099195 
18,395 26,0097048 22,23532621 
29,43 27,60353439 19,98892847 
45,685 31,29300396 24,84275216 
58,68 32,46429991 28,13212028 
78,5 34,11263008 27,20949264 
100,5 38,61335717 33,90857161 
121,5 39,21922055 39,56468021 
150,5 37,95633896 30,85988896 
187,5 36,45508113 29,73669009 
224,5 39,67360928 36,55611181 
252,5 40,65314066 41,7709637 
288,5 47,17560177 39,6449087 
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Capítulo 7. Considerações Finais 
 
8.0 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
Neste estudo foi possível obter extratos de própolis verde com elevado teor de 
Artepillin C e ácido p-cumárico e foram apresentados aspectos importantes no que diz 
respeito aos parâmetros de processo utilizando CO2 supercrítico como fluido extrator. 
Destaca-se que um dos principais aspectos que devem ser considerados na SFE é a 
escolha das condições operacionais no processo de extração. O uso dos valores 
otimizados para as diferentes condições pode melhorar significativamente o 
rendimento e a recuperação de um composto alvo. Além disso, o processo de extração 
de compostos ativos da própolis foi facilitada pela adição de pequena quantidade de 
co-solvente (ou modificador), o etanol, que alterou o poder de solvatação do CO2 
supercrítico. Essa flexibilidade permite a adequação de condições de extração para as 
necessidades específicas dos produtos a serem extraídos e ao produto final desejado. 
Considerando-se um material complexo como a própolis, o uso da extração com 
fluidos supercríticos é bastante atraente para a obtenção de extratos de alto valor 
agregado devido principalmente a seletividade do processo, apesar do baixo 
rendimento quando comparado a outros métodos convencionais (de baixa pressão) 
(Quadro 1).  
 Outro ponto importante observado é que o conhecimento da origem geográfica e 
tipo de extração sobre as propriedades químicas e biológicas da própolis contribuem 
para a caracterização e padronização deste produto natural, que pode ser uma 
importante fonte de compostos funcionais para aplicação nas indústrias farmacêutica 
e alimentícia. Em suma, verificaram-se variações significativas dos componentes 
químicos analisados, bem como, da atividade biológica da própolis brasileira, quando 
se avaliou comparativamente os diferentes tipos de própolis e os diferentes métodos 
de extração (Quadro 2). Estas atividades biológicas são atribuídas a compostos como 
ácidos fenólicos, flavonoides, terpenos e sesquiterpenos, sendo o processo de 
extração alcoólica o mais utilizado para a obtenção desses biocompostos. Foi 
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confirmada a presença de Artepillin C em todas as amostras de própolis verde 
brasileira.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Quadro 1. Resumo da definição das condições de processo para obtenção de extratos 
de própolis verde utilizando CO2 como fluido supercrítico, análises realizadas e 
parâmetros obtidos. 
 
De forma geral, os extratos obtidos por extração etanólica apresentaram teores 
mais elevados dos compostos antioxidantes, bem como, exibiram uma maior atividade 
antimicrobiana quando comparado aos extratos obtidos por SFE. A SFE utilizando CO2 
como fluido supercrítico e etanol como co-solvente, pode ser utilizado para a obtenção 
de extratos de própolis enriquecidos em componentes específicos, tendo em vista que 
os teores de Artepillin C e ácido p-cumárico estiveram presentes em maior 
concentração nos extratos obtidos por SFE. 
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Quadro 2. Resumo da definição das condições de processo para obtenção de extratos 
de própolis de diferentes tipos pelos dois métodos de extração e análises realizadas. 
 
Este estudo também confirmou o elevado potencial biológico apresentado pela 
própolis brasileira, principalmente para a própolis vermelha, que apresentou os 
melhores teores de compostos e atividade antioxidante e melhor propriedade 
biológica, incluindo a atividade antimicrobiana e atividade antiproliferativa frente a 
linhagens de células B16F10. Destaca-se que a própolis vermelha de Alagoas, 
recentemente obteve a indicação geográfica (IG) pelo Instituto Nacional da 
Propriedade Industrial (INPI), e é a única própolis vermelha de origem certificada no 
Brasil. Entretanto, neste estudo identificou-se que a própolis de Sergipe apresentou 
maior potencial biológico que a própolis de Alagoas, necessitando, portanto de uma 
organização por parte dos produtores da região para a solicitação de certificação junto 
ao INPI, tendo em vista a qualidade do produto.  
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Por fim, destaca-se que devido às suas propriedades valiosas e elevado 
potencial biológico, também já evidenciado em outros estudos, a própolis pode ser 
considerada como uma importante fonte de compostos antioxidantes naturais. Novos 
estudos sobre sua completa composição química estão em andamento.  
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Anexo 1 
 
Tabela 1. Cinética piloto com valores de CO2 em massa (Kg) e volume (m
3) utilizado em 
cada experimento. 
 
Número do 
experimento 
Tempo 
(min) 
Volume de CO2 
(m
3
) 
Volume de CO2 
(m
3
) 
Acumulado 
S/F 
(massa de CO2/Massa de 
própolis) 
Massa de CO2 
(Kg) 
Massa de CO2 
(Kg) 
Acumulado 
1 8,68 0,030 0,030 7,28 0,055 0,055 
2 18,39 0,030 0,060 14,56 0,055 0,109 
3 29,43 0,030 0,090 21,84 0,055 0,164 
4 45,68 0,045 0,135 32,76 0,082 0,246 
5 58,68 0,045 0,180 43,68 0,082 0,328 
6 78,50 0,060 0,240 58,25 0,109 0,437 
7 100,50 0,060 0,300 72,81 0,109 0,546 
8 121,50 0,060 0,360 87,37 0,109 0,655 
9 150,50 0,090 0,450 109,22 0,164 0,819 
10 187,50 0,090 0,540 131,06 0,164 0,983 
11 224,50 0,090 0,630 152,91 0,164 1,147 
12 252,50 0,090 0,720 174,75 0,164 1,311 
13 288,50 0,090 0,810 196,60 0,164 1,475 
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Anexo 2 
 
Metodologia detalhada para a identificação e quantificação de compostos fenólicos 
em extratos de própolis por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC) 
 
Preparo das amostras 
O preparo da amostra foi realizado de acordo com Daugsch (2009), em que 
foram preparadas soluções de 10 mg/ml dos extratos. Para os extratos obtidos por 
extração etanólica, as amostras foram dissolvidas em metanol, enquanto que para os 
extratos obtidos por extração com fluido supercrítico, os extratos foram dissolvidos em 
etanol e colocados em banho ultrassom por 30 minutos. As amostras foram filtradas 
em filtro de membrana de éster de celulose 0,45 μm (Micropore®) para então ser 
injetado no HPLC (Cromatografia Líquida de Alta Eficiência). 
 
Reagentes 
As quantificações dos fenólicos envolveram o uso dos padrões de Kaempferide, 
Galato de Propila, Ácido Felúrico, Ácido p-cumárico, Rutina e Formononetina da Sigma-
Aldrich e Artepillin C da Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan). Para as 
análises em HPLC foram usados solventes de grau cromatográfico de pureza (Merck®) 
e água purificada em sistema Milli-Q®. 
 
Análises Cromatográficas 
Os experimentos cromatográficos foram realizados com sistema HPLC EZChrom 
Elite, consistindo de bomba VRW HITACHI L-2130, equipado com injetor automático e 
detector de arranjo de diodo (DAD) VRW HITACHI L-2455 e forno VRW HITACHI L-
2300. A separação cromatográfica foi baseada no método de Daugsch (2009) com 
adaptações. Foi utilizada coluna LiChroCART Purospher StaR® RP18-e (75 mm x 4 mm 
i.d.) (3μm) (Merck, Darmastad, Germany) combinado com pré-coluna LiChroCART 4-4 
LiChrospher 100RP18 (5μm) da Merck. As condições de análise foram realizadas com 
gradiente de eluição conduzido com fase móvel de ácido acético 5% (fase aquosa) e 
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metanol (fase orgânica) em diferentes proporções de acordo com a Tabela 1. O volume 
de injeção foi de 10 µL. O equipamento foi operado à temperatura ambiente (25±2 °C). 
 
Tabela 1. Sistema de gradiente da fase móvel 
Tempo (min:seg) 
Solução de ácido acético 
5% (%) 
Metanol (%) 
0:00 80 20 
10:00 70 30 
15:00 60 40 
30:00 50 50 
45:00 40 60 
65:00 30 70 
65:01 0 100 
70:00 80 20 
 
A leitura do detector de arranjo de diodo foi na faixa de 200 a 400 nm e a 
aquisição cromatográfica definida em 290 nm. A identificação dos compostos foi 
conduzida pela comparação dos tempos de retenção e do espectro de ultravioleta das 
amostras com os padrões. 
 
Identificação e quantificação dos padrões (fenólicos) 
As amostras foram analisadas para a identificação dos, sendo utilizados o 
Kaempferide, Galato de Propila, Ácido Felúrico, Ácido p-cumárico, Rutina, 
Formononetina e Artepillin C, comparando os picos e espectros de UV obtidos com os 
dos padrões.  
Para a quantificação foram utilizados apenas os fenólicos encontrados nas 
amostras, sendo esses o Ácido p-cumárico e Artepillin C. A quantificação foi realizada 
utilizando-se as curvas dos padrões, interpolando o valor de área das amostras 
encontradas, nas equações da reta obtidas. 
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Validação 
A validação foi realizada segundo parâmetros da Agência Nacional de Vigilância 
Sanitária (ANVISA) – Resolução ANVISA RE n° 899, de 29/05/2003 – e pelo Instituto 
Nacional de Metrologia, Normalização e Qualidade Industrial (INMETRO) – documento 
INMETRO DOQ-CGCRE-008, de março/2003. O método analítico foi validado de acordo 
com os parâmetros de seletividade, linearidade, precisão, exatidão, limite de detecção 
e limite de quantificação. 
A seletividade foi determinada por meio da comparação de picos dos padrões 
com os picos correspondentes nas amostras, levando-se em consideração: tempo de 
retenção e espectro de ultravioleta (UV). 
A linearidade foi determinada pela curva de calibração, levando-se em 
consideração o coeficiente de correlação (R2).  As curvas de calibração foram obtidas 
por injeções de soluções com sete diferentes concentrações dos padrões externos, 
numa faixa de 37 a 1000 µg/ml para o Artepillin C e de 3,4 a 340 µg/ml para o ácido p-
cumárico. As soluções de cada padrão externo foram preparadas pela dissolução do 
padrão em metanol, que representa a fase móvel do método analítico, em balão 
volumétrico. 
A precisão foi determinada pela injeção em triplicata de três soluções de cada 
um dos padrões. Esse parâmetro foi expresso como o desvio padrão relativo, segundo 
a fórmula demonstrada na Equação 1.  
DPR= x100
DP
CMD   
(Equação 1) 
Em que, DP é o desvio padrão e CMD, a concentração média determinada.  
 
A exatidão foi verificada pelo fator de recuperação. Amostras de própolis foram 
fortificadas com três soluções padrão de concentrações conhecidas de 57, 76 e 91 
μg/ml para o ácido p-cumárico e 163, 193 e 243 μg/ml para o Artepillin C. As amostras 
fortificadas, juntamente com amostra sem fortificação (branco), foram submetidas à 
injeção em HPLC. A exatidão foi avaliada através de valores de concentração 
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determinados experimentalmente, comparados à concentração teórica como pode ser 
verificado na Equação 2. 
Re %= c x100
[valor obtido - valor real]
valor real  
(Equação 2) 
O limite de detecção (LD) foi estimado pela relação do desvio padrão e da 
inclinação da curva de calibração, conforme apresentado na Equação 3.  
LD= 
DP x3a 
IC  
(Equação 3) 
Em que, DPa é o desvio padrão obtido a partir da curva de calibração; IC é a 
inclinação da curva de calibração.  
 
O limite de quantificação (LQ) foi estimado pela relação do desvio padrão e da 
inclinação da curva de calibração, segundo a Equação 4: 
 
LQ= 
DP x10a
IC  
(Equação 4) 
Em que, DPa é o desvio padrão obtido a partir da curva de calibração; IC é a 
inclinação da curva de calibração. 
 
Resultados 
Através da comparação com os tempos de retenção e dos espectros de 
Ultravioleta (UV) dos padrões e das amostras, realizou-se a análise qualitativa dos 
extratos de própolis, identificando a presença do ácido p-cumárico e Artepillin C. No 
entanto, os demais padrões não foram detectados nos extratos nas condições 
analisadas, contudo, não se pode afirmar a ausência dos mesmos.  
Os cromatogramas e espectros de UV dos padrões estão representados nas 
figuras a seguir: Ácido p-cumárico (Figura 1 e Figura 2), Ácido Felúrico (Figura 3 e 
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Figura 4), Galato de Propila (Figura 5 e Figura 6), Rutina (Figura 7 e Figura 8), 
Formononetina (Figura 9 e Figura 10), Kaempferide (Figura 11 e Figura 12) e Artepillin 
C (Figura 13 e Figura 14).  
As Figuras 15 e 16 mostram os cromatogramas ilustrativos das amostras, sendo 
que a Figura 15 mostra o cromatograma da amostra Própolis Vermelha SE (extração 
com etanol), a qual não apresentou nenhum dos padrões analisados, enquanto que a 
Figura 16 mostra o cromatograma da Própolis Verde PR (extração com etanol), no qual 
foram identificados do ácido p-cumárico e Artepillin C. 
 
Figura 1. Cromatograma do padrão Ácido p-cumárico a 290 nm em HPLC-DAD 
 
 
Figura 2. Espectro de UV do padrão de Ácido p-cumárico a 290 nm em HPLC-DAD 
 
Spectrum Plot Report
Spectrum # 1
 File:  c:\star\data\treinamento\propolis\padrao ac p-cumaric.run              
 tR:  5.762 min   PuP (200.000->400.000 nm) = 301.824 nm
 Name:  padrao ac p-cumaric
Instrument:  HPLC
Method:       rampa daugsch.mth
Operator:  Luiz
Run Date:  17/10/2013 10:44
 Scan Rate:  10.000 Hz  Bunch: 1  Data Rate:  10.000 Hz
 Detector Range:  200.000->400.000 nm       Valid Range:  200.000->400.000 nm
 Spectrum Type:  Within             Correction Type:  Baseline
Channel Range: 200.00 to 400.00 nm    Absorbance Range: 0.5175 to 838.10 mAU
Max Wavelength(nm): 236.19 308.00
Percent of Max Abs.: 18.7% 100.0%
Within at 5.762 min   PuP = 301.82 nm
100
200
300
400
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250 300 350
nm
200.00 400.00
2
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.
1
9
3
0
8
.
0
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 nm   mAU  nm   mAU  nm   mAU  nm   mAU  nm   mAU  nm   mAU
200.00 21.273 201.00 21.273 202.00 21.273 203.00 21.425 204.00 21.865 205.00 22.538
206.00 22.785 207.00 23.377 208.00 23.761 209.00 24.260 210.00 24.908 211.00 25.593
212.00 26.713 213.00 27.582 214.00 28.513 215.00 29.397 216.00 30.111 217.00 30.965
218.00 32.261 219.00 33.506 220.00 34.634 221.00 35.792 222.00 36.701 223.00 37.981
224.00 39.556 225.00 41.110 226.00 43.030 227.00 45.087 228.00 48.144 229.00 52.511
230.00 59.728 231.00 71.354 232.00 88.464 233.00 110.95 234.00 134.14 235.00 150.60
236.00 157.68 237.00 154.47 238.00 145.01 239.00 132.62 240.00 119.13 241.00 105.92
242.00 94.460 243.00 85.020 244.00 77.895 245.00 73.098 246.00 70.446 247.00 69.851
248.00 71.195 249.00 74.022 250.00 78.118 251.00 83.461 252.00 89.800 253.00 97.023
254.00 105.12 255.00 114.13 256.00 123.93 257.00 134.52 258.00 146.10 259.00 158.55
260.00 171.83 261.00 185.95 262.00 200.90 263.00 216.52 264.00 232.75 265.00 249.64
266.00 267.09 267.00 285.00 268.00 303.34 269.00 322.00 270.00 341.05 271.00 360.50
272.00 379.93 273.00 399.60 274.00 419.45 275.00 439.08 276.00 458.30 277.00 477.22
278.00 495.83 279.00 513.62 280.00 530.99 281.00 548.01 282.00 564.54 283.00 580.80
284.00 596.98 285.00 613.14 286.00 628.94 287.00 644.35 288.00 659.19 289.00 673.32
290.00 686.81 291.00 699.79 292.00 712.40 293.00 724.77 294.00 736.90 295.00 748.59
296.00 759.56 297.00 769.44 298.00 778.20 299.00 785.92 300.00 793.03 301.00 800.06
302.00 807.23 303.00 814.64 304.00 821.88 305.00 828.43 306.00 833.70 307.00 836.94
308.00 838.09 309.00 836.93 310.00 833.10 311.00 826.75 312.00 818.01 313.00 806.72
314.00 793.03 315.00 777.38 316.00 759.73 317.00 740.13 318.00 719.03 319.00 696.57
320.00 672.94 321.00 648.21 322.00 622.53 323.00 596.06 324.00 568.85 325.00 541.24
326.00 513.36 327.00 485.37 328.00 457.43 329.00 429.78 330.00 402.50 331.00 375.58
332.00 349.29 333.00 323.76 334.00 298.98 335.00 275.20 336.00 252.49 337.00 230.92
338.00 210.45 339.00 191.15 340.00 173.02 341.00 156.09 342.00 140.36 343.00 125.81
344.00 112.43 345.00 100.17 346.00 88.973 347.00 78.788 348.00 69.624 349.00 61.352
350.00 53.897 351.00 47.279 352.00 41.386 353.00 36.139 354.00 31.520 355.00 27.462
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Figura 3. Cromatograma do padrão Ácido Felúrico a 290 nm em HPLC-DAD 
 
 
Figura 4. Espectro de UV do padrão de Ácido Felúrico a 290 nm em HPLC-DAD 
 
Spectrum Plot Report
Spectrum # 1
 File:  c:\star\data\treinamento\propolis\padrao ac. t. ferul.run              
 tR:  6.782 min   PuP (200.000->400.000 nm) = 305.229 nm
 Name:  padrao ac. t. ferul
Instrument:  HPLC
Method:       rampa daugsch.mth
Operator:  Luiz
Run Date:  17/10/2013 11:35
 Scan Rate:  10.000 Hz  Bunch: 1  Data Rate:  10.000 Hz
 Detector Range:  200.000->400.000 nm       Valid Range:  200.000->400.000 nm
 Spectrum Type:  PeakApex           Correction Type:  Baseline
Channel Range: 200.00 to 400.00 nm    Absorbance Range: 0.5283 to 330.03 mAU
Max Wavelength(nm): 240.18 321.06
Percent of Max Abs.: 58.1% 100.0%
PeakApex at 6.782 min   PuP = 305.23 nm
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 nm   mAU  nm   mAU  nm   mAU  nm   mAU  nm   mAU  nm   mAU
200.00 16.255 201.00 16.255 202.00 16.255 203.00 16.309 204.00 16.577 205.00 17.124
206.00 17.521 207.00 18.147 208.00 18.699 209.00 19.183 210.00 19.880 211.00 20.469
212.00 21.095 213.00 21.560 214.00 22.136 215.00 23.051 216.00 24.100 217.00 25.158
218.00 26.080 219.00 26.930 220.00 27.987 221.00 29.220 222.00 30.765 223.00 32.364
224.00 34.009 225.00 35.828 226.00 37.694 227.00 40.151 228.00 43.268 229.00 47.064
230.00 53.012 231.00 62.431 232.00 76.652 233.00 96.726 234.00 120.84 235.00 143.75
236.00 162.64 237.00 176.64 238.00 185.40 239.00 190.12 240.00 191.77 241.00 190.98
242.00 188.60 243.00 184.94 244.00 179.91 245.00 173.89 246.00 167.04 247.00 159.41
248.00 151.10 249.00 142.40 250.00 133.51 251.00 124.60 252.00 115.98 253.00 107.86
254.00 100.48 255.00 94.143 256.00 88.842 257.00 84.643 258.00 81.664 259.00 79.752
260.00 78.821 261.00 78.855 262.00 79.857 263.00 81.649 264.00 84.200 265.00 87.561
266.00 91.556 267.00 96.131 268.00 101.25 269.00 106.86 270.00 112.88 271.00 119.28
272.00 125.98 273.00 132.96 274.00 140.15 275.00 147.47 276.00 154.80 277.00 162.20
278.00 169.64 279.00 176.87 280.00 184.01 281.00 190.99 282.00 197.70 283.00 204.16
284.00 210.38 285.00 216.39 286.00 222.11 287.00 227.61 288.00 232.87 289.00 237.89
290.00 242.57 291.00 246.91 292.00 250.85 293.00 254.26 294.00 257.26 295.00 259.84
296.00 262.02 297.00 263.96 298.00 265.74 299.00 267.50 300.00 269.34 301.00 271.33
302.00 273.49 303.00 275.88 304.00 278.54 305.00 281.43 306.00 284.57 307.00 287.95
308.00 291.54 309.00 295.33 310.00 299.28 311.00 303.35 312.00 307.45 313.00 311.46
314.00 315.25 315.00 318.79 316.00 322.00 317.00 324.70 318.00 326.93 319.00 328.62
320.00 329.66 321.00 330.03 322.00 329.73 323.00 328.79 324.00 327.02 325.00 324.61
326.00 321.53 327.00 317.74 328.00 313.29 329.00 308.20 330.00 302.46 331.00 296.02
332.00 289.02 333.00 281.46 334.00 273.24 335.00 264.54 336.00 255.41 337.00 245.86
338.00 235.93 339.00 225.73 340.00 215.32 341.00 204.60 342.00 193.82 343.00 183.02
344.00 172.23 345.00 161.56 346.00 151.06 347.00 140.78 348.00 130.75 349.00 121.08
350.00 111.79 351.00 102.86 352.00 94.351 353.00 86.295 354.00 78.688 355.00 71.584
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Figura 5. Cromatograma do padrão de Galato de Propila a 290 nm em CLAE-DAD a 290 
nm em HPLC-DAD 
 
 
Figura 6. Espectro de UV do padrão de Galato de Propila a 290 nm em HPLC-DAD 
 
 
 
 
Spectrum Plot Report
Spectrum # 1
 File:  c:\star\data\treinamento\propolis\padrao propilgalato.run              
 tR:  9.590 min   PuP (200.000->400.000 nm) = 273.413 nm
 Name:  padrao propilgalato
Instrument:  HPLC
Method:       rampa daugsch.mth
Operator:  Luiz
Run Date:  17/10/2013 11:07
 Scan Rate:  10.000 Hz  Bunch: 1  Data Rate:  10.000 Hz
 Detector Range:  200.000->400.000 nm       Valid Range:  200.000->400.000 nm
 Spectrum Type:  Within             Correction Type:  Baseline
Channel Range: 200.00 to 400.00 nm    Absorbance Range: 0.0004 to 1.2541 AU
Max Wavelength(nm): 269.94
Percent of Max Abs.: 100.0%
Within at 9.590 min   PuP = 273.41 nm
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 nm    AU  nm    AU  nm    AU  nm    AU  nm    AU  nm    AU
200.00 0.0381 201.00 0.0381 202.00 0.0381 203.00 0.0385 204.00 0.0394 205.00 0.0406
206.00 0.0418 207.00 0.0431 208.00 0.0444 209.00 0.0457 210.00 0.0469 211.00 0.0484
212.00 0.0501 213.00 0.0519 214.00 0.0540 215.00 0.0559 216.00 0.0579 217.00 0.0601
218.00 0.0626 219.00 0.0652 220.00 0.0682 221.00 0.0713 222.00 0.0746 223.00 0.0780
224.00 0.0818 225.00 0.0859 226.00 0.0907 227.00 0.0965 228.00 0.1033 229.00 0.1124
230.00 0.1250 231.00 0.1425 232.00 0.1647 233.00 0.1900 234.00 0.2152 235.00 0.2353
236.00 0.2504 237.00 0.2626 238.00 0.2735 239.00 0.2847 240.00 0.2978 241.00 0.3140
242.00 0.3329 243.00 0.3548 244.00 0.3804 245.00 0.4091 246.00 0.4406 247.00 0.4748
248.00 0.5113 249.00 0.5497 250.00 0.5899 251.00 0.6311 252.00 0.6732 253.00 0.7162
254.00 0.7598 255.00 0.8032 256.00 0.8468 257.00 0.8901 258.00 0.9327 259.00 0.9747
260.00 1.0162 261.00 1.0565 262.00 1.0945 263.00 1.1299 264.00 1.1619 265.00 1.1896
266.00 1.2129 267.00 1.2315 268.00 1.2446 269.00 1.2519 270.00 1.2541 271.00 1.2513
272.00 1.2437 273.00 1.2324 274.00 1.2180 275.00 1.2010 276.00 1.1819 277.00 1.1615
278.00 1.1403 279.00 1.1186 280.00 1.0968 281.00 1.0746 282.00 1.0523 283.00 1.0300
284.00 1.0078 285.00 0.9857 286.00 0.9638 287.00 0.9418 288.00 0.9197 289.00 0.8970
290.00 0.8737 291.00 0.8499 292.00 0.8253 293.00 0.7989 294.00 0.7713 295.00 0.7424
296.00 0.7117 297.00 0.6797 298.00 0.6468 299.00 0.6129 300.00 0.5777 301.00 0.5421
302.00 0.5064 303.00 0.4702 304.00 0.4342 305.00 0.3987 306.00 0.3639 307.00 0.3300
308.00 0.2974 309.00 0.2662 310.00 0.2369 311.00 0.2094 312.00 0.1839 313.00 0.1605
314.00 0.1394 315.00 0.1203 316.00 0.1033 317.00 0.0886 318.00 0.0756 319.00 0.0643
320.00 0.0546 321.00 0.0465 322.00 0.0395 323.00 0.0335 324.00 0.0286 325.00 0.0244
326.00 0.0209 327.00 0.0180 328.00 0.0156 329.00 0.0136 330.00 0.0119 331.00 0.0104
332.00 0.0092 333.00 0.0081 334.00 0.0072 335.00 0.0064 336.00 0.0058 337.00 0.0052
338.00 0.0048 339.00 0.0043 340.00 0.0040 341.00 0.0036 342.00 0.0034 343.00 0.0031
344.00 0.0029 345.00 0.0027 346.00 0.0025 347.00 0.0024 348.00 0.0022 349.00 0.0021
350.00 0.0019 351.00 0.0018 352.00 0.0017 353.00 0.0016 354.00 0.0016 355.00 0.0015
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Figura 7. Cromatograma do padrão de Rutina a 290 nm em HPLC-DAD 
 
. 
Figura 8. Espectro de UV do padrão de Rutina a 290 nm em HPLC-DAD 
 
 
 
Spectrum Plot Report
Spectrum # 1
 File:  c:\star\data\treinamento\propolis\padrao rutina2.run                   
 tR:  11.358 min   PuP (200.000->400.000 nm) = 308.267 nm
 Name:  padrao rutina2
Instrument:  HPLC
Method:       rampa daugsch.mth
Operator:  Luiz
Run Date:  17/10/2013 13:47
 Scan Rate:  10.000 Hz  Bunch: 1  Data Rate:  10.000 Hz
 Detector Range:  200.000->400.000 nm       Valid Range:  200.000->400.000 nm
 Spectrum Type:  Within             Correction Type:  Baseline
Channel Range: 200.00 to 400.00 nm    Absorbance Range: 0.0501 to 1.1925 AU
Max Wavelength(nm): 261.08 354.94
Percent of Max Abs.: 100.0% 89.7%
Within at 11.358 min   PuP = 308.27 nm
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 nm    AU  nm    AU  nm    AU  nm    AU  nm    AU  nm    AU
200.00 0.0501 201.00 0.0501 202.00 0.0501 203.00 0.0506 204.00 0.0515 205.00 0.0526
206.00 0.0542 207.00 0.0558 208.00 0.0577 209.00 0.0597 210.00 0.0616 211.00 0.0636
212.00 0.0655 213.00 0.0677 214.00 0.0704 215.00 0.0731 216.00 0.0763 217.00 0.0795
218.00 0.0826 219.00 0.0859 220.00 0.0897 221.00 0.0940 222.00 0.0988 223.00 0.1040
224.00 0.1097 225.00 0.1159 226.00 0.1227 227.00 0.1314 228.00 0.1415 229.00 0.1547
230.00 0.1746 231.00 0.2049 232.00 0.2500 233.00 0.3143 234.00 0.3971 235.00 0.4858
236.00 0.5714 237.00 0.6508 238.00 0.7186 239.00 0.7754 240.00 0.8239 241.00 0.8666
242.00 0.9049 243.00 0.9403 244.00 0.9733 245.00 1.0048 246.00 1.0344 247.00 1.0619
248.00 1.0870 249.00 1.1097 250.00 1.1298 251.00 1.1466 252.00 1.1604 253.00 1.1713
254.00 1.1795 255.00 1.1851 256.00 1.1886 257.00 1.1904 258.00 1.1913 259.00 1.1915
260.00 1.1920 261.00 1.1925 262.00 1.1922 263.00 1.1901 264.00 1.1843 265.00 1.1722
266.00 1.1519 267.00 1.1220 268.00 1.0810 269.00 1.0285 270.00 0.9678 271.00 0.9019
272.00 0.8338 273.00 0.7686 274.00 0.7094 275.00 0.6588 276.00 0.6182 277.00 0.5868
278.00 0.5637 279.00 0.5492 280.00 0.5405 281.00 0.5364 282.00 0.5359 283.00 0.5382
284.00 0.5421 285.00 0.5471 286.00 0.5531 287.00 0.5595 288.00 0.5661 289.00 0.5728
290.00 0.5795 291.00 0.5859 292.00 0.5920 293.00 0.5978 294.00 0.6033 295.00 0.6085
296.00 0.6136 297.00 0.6184 298.00 0.6231 299.00 0.6276 300.00 0.6320 301.00 0.6363
302.00 0.6405 303.00 0.6446 304.00 0.6486 305.00 0.6525 306.00 0.6564 307.00 0.6603
308.00 0.6643 309.00 0.6683 310.00 0.6727 311.00 0.6773 312.00 0.6824 313.00 0.6879
314.00 0.6938 315.00 0.7003 316.00 0.7072 317.00 0.7145 318.00 0.7224 319.00 0.7307
320.00 0.7394 321.00 0.7484 322.00 0.7577 323.00 0.7672 324.00 0.7768 325.00 0.7867
326.00 0.7967 327.00 0.8071 328.00 0.8176 329.00 0.8284 330.00 0.8393 331.00 0.8503
332.00 0.8615 333.00 0.8729 334.00 0.8843 335.00 0.8961 336.00 0.9081 337.00 0.9203
338.00 0.9328 339.00 0.9453 340.00 0.9576 341.00 0.9694 342.00 0.9810 343.00 0.9922
344.00 1.0029 345.00 1.0133 346.00 1.0230 347.00 1.0322 348.00 1.0403 349.00 1.0478
350.00 1.0543 351.00 1.0596 352.00 1.0639 353.00 1.0671 354.00 1.0691 355.00 1.0698
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Figura 9. Cromatograma do padrão de Formononetina a 290 nm em HPLC-DAD 
 
 
Figura 10. Espectro de UV do padrão de Formononetina a 290 nm em HPLC-DAD 
 
 
Spectrum Plot Report
Spectrum # 1
 File:  c:\star\data\treinamento\propolis\padrao formonetin.run                
 tR:  28.913 min   PuP (200.000->400.000 nm) = 261.251 nm
 Name:  padrao formonetin
Instrument:  HPLC
Method:       rampa daugsch.mth
Operator:  Luiz
Run Date:  17/10/2013 10:01
 Scan Rate:  10.000 Hz  Bunch: 1  Data Rate:  10.000 Hz
 Detector Range:  200.000->400.000 nm       Valid Range:  200.000->400.000 nm
 Spectrum Type:  Within             Correction Type:  Baseline
Channel Range: 200.00 to 400.00 nm    Absorbance Range: 0.0003 to 1.0090 AU
Max Wavelength(nm): 247.34 301.61
Percent of Max Abs.: 100.0% 44.1%
Within at 28.913 min   PuP = 261.25 nm
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 nm    AU  nm    AU  nm    AU  nm    AU  nm    AU  nm    AU
200.00 0.0432 201.00 0.0432 202.00 0.0432 203.00 0.0434 204.00 0.0441 205.00 0.0453
206.00 0.0466 207.00 0.0480 208.00 0.0496 209.00 0.0511 210.00 0.0530 211.00 0.0550
212.00 0.0573 213.00 0.0598 214.00 0.0622 215.00 0.0650 216.00 0.0678 217.00 0.0708
218.00 0.0740 219.00 0.0772 220.00 0.0811 221.00 0.0851 222.00 0.0897 223.00 0.0950
224.00 0.1006 225.00 0.1070 226.00 0.1146 227.00 0.1240 228.00 0.1364 229.00 0.1542
230.00 0.1819 231.00 0.2247 232.00 0.2845 233.00 0.3632 234.00 0.4578 235.00 0.5540
236.00 0.6443 237.00 0.7256 238.00 0.7929 239.00 0.8465 240.00 0.8886 241.00 0.9213
242.00 0.9467 243.00 0.9669 244.00 0.9828 245.00 0.9953 246.00 1.0044 247.00 1.0090
248.00 1.0082 249.00 1.0023 250.00 0.9924 251.00 0.9799 252.00 0.9666 253.00 0.9541
254.00 0.9429 255.00 0.9328 256.00 0.9235 257.00 0.9142 258.00 0.9043 259.00 0.8937
260.00 0.8820 261.00 0.8691 262.00 0.8544 263.00 0.8382 264.00 0.8203 265.00 0.8002
266.00 0.7785 267.00 0.7552 268.00 0.7304 269.00 0.7045 270.00 0.6780 271.00 0.6512
272.00 0.6248 273.00 0.5991 274.00 0.5743 275.00 0.5510 276.00 0.5293 277.00 0.5092
278.00 0.4907 279.00 0.4743 280.00 0.4596 281.00 0.4469 282.00 0.4361 283.00 0.4274
284.00 0.4202 285.00 0.4146 286.00 0.4105 287.00 0.4076 288.00 0.4058 289.00 0.4053
290.00 0.4061 291.00 0.4081 292.00 0.4112 293.00 0.4152 294.00 0.4198 295.00 0.4246
296.00 0.4295 297.00 0.4341 298.00 0.4380 299.00 0.4413 300.00 0.4435 301.00 0.4447
302.00 0.4448 303.00 0.4437 304.00 0.4413 305.00 0.4375 306.00 0.4320 307.00 0.4245
308.00 0.4148 309.00 0.4028 310.00 0.3883 311.00 0.3714 312.00 0.3526 313.00 0.3321
314.00 0.3105 315.00 0.2884 316.00 0.2662 317.00 0.2445 318.00 0.2236 319.00 0.2038
320.00 0.1853 321.00 0.1682 322.00 0.1524 323.00 0.1379 324.00 0.1250 325.00 0.1131
326.00 0.1023 327.00 0.0927 328.00 0.0839 329.00 0.0760 330.00 0.0687 331.00 0.0622
332.00 0.0562 333.00 0.0508 334.00 0.0459 335.00 0.0414 336.00 0.0374 337.00 0.0337
338.00 0.0304 339.00 0.0273 340.00 0.0246 341.00 0.0221 342.00 0.0198 343.00 0.0178
344.00 0.0159 345.00 0.0142 346.00 0.0128 347.00 0.0114 348.00 0.0102 349.00 0.0092
350.00 0.0082 351.00 0.0073 352.00 0.0066 353.00 0.0059 354.00 0.0053 355.00 0.0048
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Figura 11. Cromatograma do padrão de Kaempferide a 290 nm em HPLC-DAD 
 
Figura 12. Espectro de UV do padrão de Kaempferide a 290 nm em HPLC-DAD 
 
 
Spectrum Plot Report
Spectrum # 1
 File:  c:\star\data\treinamento\propolis\padrao campferol.run                 
 tR:  42.157 min   PuP (200.000->400.000 nm) = 319.862 nm
 Name:  padrao campferol
Instrument:  HPLC
Method:       rampa daugsch.mth
Operator:  Luiz
Run Date:  17/10/2013 14:12
 Scan Rate:  10.000 Hz  Bunch: 1  Data Rate:  10.000 Hz
 Detector Range:  200.000->400.000 nm       Valid Range:  200.000->400.000 nm
 Spectrum Type:  Within             Correction Type:  Start
Channel Range: 200.00 to 400.00 nm    Absorbance Range: 39.747 to 739.36 mAU
Max Wavelength(nm): 264.45 363.90
Percent of Max Abs.: 91.5% 100.0%
Within at 42.157 min   PuP = 319.86 nm
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 nm   mAU  nm   mAU  nm   mAU  nm   mAU  nm   mAU  nm   mAU
200.00 39.747 201.00 39.747 202.00 39.747 203.00 39.779 204.00 39.963 205.00 40.544
206.00 41.564 207.00 42.952 208.00 44.567 209.00 46.399 210.00 47.866 211.00 49.478
212.00 51.066 213.00 52.607 214.00 54.593 215.00 56.489 216.00 58.864 217.00 61.500
218.00 64.146 219.00 67.108 220.00 70.311 221.00 73.768 222.00 77.383 223.00 81.413
224.00 85.652 225.00 90.737 226.00 96.675 227.00 104.14 228.00 113.80 229.00 126.97
230.00 147.36 231.00 176.12 232.00 213.34 233.00 257.77 234.00 305.56 235.00 349.43
236.00 387.14 237.00 419.30 238.00 445.23 239.00 466.13 240.00 483.31 241.00 497.58
242.00 509.50 243.00 519.58 244.00 528.15 245.00 535.78 246.00 542.88 247.00 549.71
248.00 556.39 249.00 562.92 250.00 569.20 251.00 575.14 252.00 580.87 253.00 586.81
254.00 593.32 255.00 600.87 256.00 609.48 257.00 618.98 258.00 629.24 259.00 639.65
260.00 649.73 261.00 659.00 262.00 666.88 263.00 672.93 264.00 676.61 265.00 676.40
266.00 671.60 267.00 661.14 268.00 643.61 269.00 618.27 270.00 586.54 271.00 549.90
272.00 510.40 273.00 471.40 274.00 435.13 275.00 403.87 276.00 378.81 277.00 359.44
278.00 345.32 279.00 336.46 280.00 331.09 281.00 328.42 282.00 327.95 283.00 329.11
284.00 331.32 285.00 334.37 286.00 338.04 287.00 342.01 288.00 346.13 289.00 350.19
290.00 354.13 291.00 357.86 292.00 361.36 293.00 364.64 294.00 367.73 295.00 370.70
296.00 373.67 297.00 376.63 298.00 379.58 299.00 382.56 300.00 385.54 301.00 388.49
302.00 391.40 303.00 394.24 304.00 396.98 305.00 399.71 306.00 402.42 307.00 405.20
308.00 408.12 309.00 411.22 310.00 414.53 311.00 417.98 312.00 421.52 313.00 425.11
314.00 428.51 315.00 431.75 316.00 434.76 317.00 437.33 318.00 439.57 319.00 441.43
320.00 442.83 321.00 443.80 322.00 444.43 323.00 444.79 324.00 444.95 325.00 444.97
326.00 445.00 327.00 445.12 328.00 445.44 329.00 446.20 330.00 447.47 331.00 449.42
332.00 452.14 333.00 455.62 334.00 460.06 335.00 465.41 336.00 471.70 337.00 479.00
338.00 487.30 339.00 496.46 340.00 506.36 341.00 517.06 342.00 528.38 343.00 540.22
344.00 552.63 345.00 565.46 346.00 578.57 347.00 591.91 348.00 605.30 349.00 618.67
350.00 632.01 351.00 644.99 352.00 657.62 353.00 669.76 354.00 681.22 355.00 692.02
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Figura 13. Cromatograma do padrão de Artepillin C a 290 nm em HPLC-DAD
 
 
Figura 14. Espectro de UV do padrão de Artepillin C a 290 nm em HPLC-DAD 
 
 
 
Spectrum Plot Report
Spectrum # 1
 File:  c:\star\data\treinamento\propolis\padrao artepilin.run                 
 tR:  58.745 min   PuP (200.000->400.000 nm) = 298.527 nm
 Name:  padrao artepilin
Instrument:  HPLC
Method:       rampa daugsch.mth
Operator:  Luiz
Run Date:  17/10/2013 08:46
 Scan Rate:  10.000 Hz  Bunch: 1  Data Rate:  10.000 Hz
 Detector Range:  200.000->400.000 nm       Valid Range:  200.000->400.000 nm
 Spectrum Type:  Within             Correction Type:  Start
Channel Range: 200.00 to 400.00 nm    Absorbance Range: -0.0008 to 1.4303 AU
Max Wavelength(nm): 242.48 306.40
Percent of Max Abs.: 78.2% 100.0%
Within at 58.745 min   PuP = 298.53 nm
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 nm    AU  nm    AU  nm    AU  nm    AU  nm    AU  nm    AU
200.00 0.0262 201.00 0.0262 202.00 0.0262 203.00 0.0264 204.00 0.0271 205.00 0.0282
206.00 0.0293 207.00 0.0306 208.00 0.0320 209.00 0.0336 210.00 0.0354 211.00 0.0372
212.00 0.0392 213.00 0.0415 214.00 0.0440 215.00 0.0468 216.00 0.0496 217.00 0.0523
218.00 0.0551 219.00 0.0582 220.00 0.0617 221.00 0.0656 222.00 0.0702 223.00 0.0751
224.00 0.0808 225.00 0.0868 226.00 0.0937 227.00 0.1023 228.00 0.1138 229.00 0.1304
230.00 0.1581 231.00 0.2012 232.00 0.2648 233.00 0.3529 234.00 0.4652 235.00 0.5872
236.00 0.7084 237.00 0.8238 238.00 0.9228 239.00 1.0026 240.00 1.0621 241.00 1.0999
242.00 1.1181 243.00 1.1177 244.00 1.0975 245.00 1.0613 246.00 1.0121 247.00 0.9516
248.00 0.8822 249.00 0.8095 250.00 0.7369 251.00 0.6663 252.00 0.6014 253.00 0.5438
254.00 0.4945 255.00 0.4541 256.00 0.4224 257.00 0.3986 258.00 0.3829 259.00 0.3740
260.00 0.3709 261.00 0.3733 262.00 0.3810 263.00 0.3927 264.00 0.4080 265.00 0.4269
266.00 0.4487 267.00 0.4728 268.00 0.4992 269.00 0.5273 270.00 0.5571 271.00 0.5883
272.00 0.6201 273.00 0.6526 274.00 0.6857 275.00 0.7186 276.00 0.7508 277.00 0.7826
278.00 0.8140 279.00 0.8440 280.00 0.8734 281.00 0.9023 282.00 0.9303 283.00 0.9573
284.00 0.9838 285.00 1.0101 286.00 1.0357 287.00 1.0615 288.00 1.0872 289.00 1.1134
290.00 1.1399 291.00 1.1668 292.00 1.1935 293.00 1.2195 294.00 1.2452 295.00 1.2700
296.00 1.2941 297.00 1.3167 298.00 1.3377 299.00 1.3574 300.00 1.3747 301.00 1.3903
302.00 1.4036 303.00 1.4143 304.00 1.4224 305.00 1.4277 306.00 1.4303 307.00 1.4300
308.00 1.4274 309.00 1.4224 310.00 1.4154 311.00 1.4066 312.00 1.3961 313.00 1.3845
314.00 1.3715 315.00 1.3578 316.00 1.3434 317.00 1.3285 318.00 1.3134 319.00 1.2980
320.00 1.2824 321.00 1.2669 322.00 1.2514 323.00 1.2355 324.00 1.2196 325.00 1.2030
326.00 1.1861 327.00 1.1689 328.00 1.1507 329.00 1.1317 330.00 1.1113 331.00 1.0888
332.00 1.0642 333.00 1.0374 334.00 1.0077 335.00 0.9757 336.00 0.9412 337.00 0.9037
338.00 0.8632 339.00 0.8204 340.00 0.7762 341.00 0.7295 342.00 0.6821 343.00 0.6348
344.00 0.5874 345.00 0.5406 346.00 0.4955 347.00 0.4521 348.00 0.4103 349.00 0.3710
350.00 0.3341 351.00 0.2997 352.00 0.2677 353.00 0.2384 354.00 0.2115 355.00 0.1871
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Figura 15. Cromatograma da amostra Própolis Vermelha SE (extrato etanólico) a 290 
nm em HPLC-DAD 
 
 
 
Figura 16. Cromatograma da amostra Própolis Verde PR (Extrato etanólico) a 290 nm 
em HPLC (A) Ácido p-cumárico, (B) Artepillin C. 
 
 
A seletividade foi avaliada através da comparação dos cromatogramas dos 
padrões e amostras, pela avaliação dos tempos de retenção. A Tabela 2 apresenta os 
tempos de retenção das substâncias analisadas nos extratos e dos padrões de 
referência. 
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Tabela 2. Tempo de retenção dos padrões e da amostra. 
 Pico Tempo de retenção (min) 
Amostra 
A 5,550 
B 58,431 
Padrão 
Ácido p-cumárico 5,762 
Artepillin C 58,745 
 
Corroborando com essa análise, através da Figura 17 pode-se observar os 
espectros de UV dos padrões e da amostra, obtido no comprimento de onda de 290 
nm, indicando que o método é seletivo tanto para o ácido p-cumárico como para o 
Artepillin C. 
Figura 17 – Comparação ilustrativa dos espectros de UV de amostra e do padrão. I - 
padrão de ácido p-cumárico, II - padrão de Artepillin C, III - pico A da amostra na Figura 
16; IV- pico B da amostra na Figura 16. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
O método proposto foi avaliado quanto a sua linearidade por meio de 
regressões lineares da curva analítica. As curvas de calibração (Figuras 18 e 19) foram 
construídas a partir da relação entre sete concentrações de cada padrão com as áreas 
obtidas na separação cromatográfica. As curvas obtidas mostraram-se adequadamente 
Spectrum Plot Report
Spectrum # 1
 File:  c:\star\data\treinamento\propolis\padrao ac p-cumaric.run              
 tR:  5.762 min   PuP (200.000->400.000 nm) = 301.824 nm
 Name:  padrao ac p-cumaric
Instrument:  HPLC
Method:       rampa daugsch.mth
Operator:  Luiz
Run Date:  17/10/2013 10:44
 Scan Rate:  10.000 Hz  Bunch: 1  Data Rate:  10.000 Hz
 Detector Range:  200.000->400.000 nm       Valid Range:  200.000->400.000 nm
 Spectrum Type:  Within             Correction Type:  Baseline
Channel Range: 200.00 to 400.00 nm    Absorbance Range: 0.5175 to 838.10 mAU
Max Wavelength(nm): 236.19 308.00
Percent of Max Abs.: 18.7% 100.0%
Within at 5.762 min   PuP = 301.82 nm
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 nm   mAU  nm   mAU  nm   mAU  nm   mAU  nm   mAU  nm   mAU
200.00 21.273 201.00 21.273 202.00 21.273 203.00 21.425 204.00 21.865 205.00 22.538
206.00 22.785 207.00 23.377 208.00 23.761 209.00 24.260 210.00 24.908 211.00 25.593
212.00 26.713 213.00 27.582 214.00 28.513 215.00 29.397 216.00 30.111 217.00 30.965
218.00 32.261 219.00 33.506 220.00 34.634 221.00 35.792 222.00 36.701 223.00 37.981
224.00 39.556 225.00 41.110 226.00 43.030 227.00 45.087 228.00 48.144 229.00 52.511
230.00 59.728 231.00 71.354 232.00 88.464 233.00 110.95 234.00 134.14 235.00 150.60
236.00 157.68 237.00 154.47 238.00 145.01 239.00 132.62 240.00 119.13 241.00 105.92
242.00 94.460 243.00 85.020 244.00 77.895 245.00 73.098 246.00 70.446 247.00 69.851
248.00 71.195 249.00 74.022 250.00 78.118 251.00 83.461 252.00 89.800 253.00 97.023
254.00 105.12 255.00 114.13 256.00 123.93 257.00 134.52 258.00 146.10 259.00 158.55
260.00 171.83 261.00 185.95 262.00 200.90 263.00 216.52 264.00 232.75 265.00 249.64
266.00 267.09 267.00 285.00 268.00 303.34 269.00 322.00 270.00 341.05 271.00 360.50
272.00 379.93 273.00 399.60 274.00 419.45 275.00 439.08 276.00 458.30 277.00 477.22
278.00 495.83 279.00 513.62 280.00 530.99 281.00 548.01 282.00 564.54 283.00 580.80
284.00 596.98 285.00 613.14 286.00 628.94 287.00 644.35 288.00 659.19 289.00 673.32
290.00 686.81 291.00 699.79 292.00 712.40 293.00 724.77 294.00 736.90 295.00 748.59
296.00 759.56 297.00 769.44 298.00 778.20 299.00 785.92 300.00 793.03 301.00 800.06
302.00 807.23 303.00 814.64 304.00 821.88 305.00 828.43 306.00 833.70 307.00 836.94
308.00 838.09 309.00 836.93 310.00 833.10 311.00 826.75 312.00 818.01 313.00 806.72
314.00 793.03 315.00 777.38 316.00 759.73 317.00 740.13 318.00 719.03 319.00 696.57
320.00 672.94 321.00 648.21 322.00 622.53 323.00 596.06 324.00 568.85 325.00 541.24
326.00 513.36 327.00 485.37 328.00 457.43 329.00 429.78 330.00 402.50 331.00 375.58
332.00 349.29 333.00 323.76 334.00 298.98 335.00 275.20 336.00 252.49 337.00 230.92
338.00 210.45 339.00 191.15 340.00 173.02 341.00 156.09 342.00 140.36 343.00 125.81
344.00 112.43 345.00 100.17 346.00 88.973 347.00 78.788 348.00 69.624 349.00 61.352
350.00 53.897 351.00 47.279 352.00 41.386 353.00 36.139 354.00 31.520 355.00 27.462
Spectrum Plot Report
Spectrum # 1
 File:  c:\star\data\treinamento\propolis\pvpr t1.run                          
 tR:  5.537 min   PuP (200.000->400.000 nm) = 301.471 nm
 Name:  PVPR t1
Instrument:  HPLC
Method:       rampa daugsch.mth
Operator:  Luiz
Run Date:  16/10/2013 15:51
 Scan Rate:  10.000 Hz  Bunch: 1  Data Rate:  10.000 Hz
 Detector Range:  200.000->400.000 nm       Valid Range:  200.000->400.000 nm
 Spectrum Type:  Within             Correction Type:  Start
Channel Range: 200.00 to 400.00 nm    Absorbance Range: 0.8970 to 491.10 mAU
Max Wavelength(nm): 236.24 308.29
Percent of Max Abs.: 17.8% 100.0%
Within at 5.537 min   PuP = 301.47 nm
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 nm   mAU  nm   mAU  nm   mAU  nm   mAU  nm   mAU  nm   mAU
200.00 13.990 201.00 13.990 202.00 13.990 203.00 14.025 204.00 14.348 205.00 14.905
206.00 15.557 207.00 16.236 208.00 16.392 209.00 16.645 210.00 17.078 211.00 17.364
212.00 18.155 213.00 18.848 214.00 19.333 215.00 19.842 216.00 20.249 217.00 20.770
218.00 21.531 219.00 22.215 220.00 23.027 221.00 23.865 222.00 24.454 223.00 25.710
224.00 26.699 225.00 27.733 226.00 29.133 227.00 30.450 228.00 32.111 229.00 34.186
230.00 37.396 231.00 42.924 232.00 51.373 233.00 62.878 234.00 75.021 235.00 83.835
236.00 87.832 237.00 86.459 238.00 81.836 239.00 75.644 240.00 68.700 241.00 61.955
242.00 56.101 243.00 51.312 244.00 47.841 245.00 45.664 246.00 44.699 247.00 44.969
248.00 46.348 249.00 48.593 250.00 51.610 251.00 55.369 252.00 59.706 253.00 64.551
254.00 69.925 255.00 75.793 256.00 82.104 257.00 88.842 258.00 96.127 259.00 103.82
260.00 111.89 261.00 120.36 262.00 129.13 263.00 138.15 264.00 147.39 265.00 156.92
266.00 166.63 267.00 176.49 268.00 186.54 269.00 196.71 270.00 207.08 271.00 217.67
272.00 228.32 273.00 239.14 274.00 250.11 275.00 261.04 276.00 271.91 277.00 282.74
278.00 293.51 279.00 303.90 280.00 314.12 281.00 324.23 282.00 334.12 283.00 343.94
284.00 353.74 285.00 363.42 286.00 372.95 287.00 382.15 288.00 390.97 289.00 399.22
290.00 406.93 291.00 414.22 292.00 421.19 293.00 428.02 294.00 434.66 295.00 440.99
296.00 446.83 297.00 451.98 298.00 456.49 299.00 460.45 300.00 464.18 301.00 467.97
302.00 471.97 303.00 476.24 304.00 480.49 305.00 484.46 306.00 487.76 307.00 490.01
308.00 491.10 309.00 490.81 310.00 488.79 311.00 485.24 312.00 480.20 313.00 473.63
314.00 465.61 315.00 456.35 316.00 445.85 317.00 434.14 318.00 421.44 319.00 407.89
320.00 393.52 321.00 378.52 322.00 362.97 323.00 346.97 324.00 330.67 325.00 314.17
326.00 297.60 327.00 281.05 328.00 264.55 329.00 248.27 330.00 232.25 331.00 216.53
332.00 201.26 333.00 186.52 334.00 172.30 335.00 158.71 336.00 145.76 337.00 133.44
338.00 121.82 339.00 110.89 340.00 100.63 341.00 91.151 342.00 82.319 343.00 74.173
344.00 66.696 345.00 59.863 346.00 53.646 347.00 47.998 348.00 42.928 349.00 38.348
350.00 34.233 351.00 30.558 352.00 27.288 353.00 24.382 354.00 21.819 355.00 19.590
Spectrum Plot Report
Spectrum # 1
 File:  c:\star\data\treinamento\propolis\padrao artepilin.run                 
 tR:  58.745 min   PuP (200.000->400.000 nm) = 298.527 nm
 Name:  padrao artepilin
Instrument:  HPLC
Method:       rampa daugsch.mth
Operator:  Luiz
Run Date:  17/10/2013 08:46
 Scan Rate:  10.000 Hz  Bunch: 1  Data Rate:  10.000 Hz
 Detector Range:  200.000->400.000 nm       Valid Range:  200.000->400.000 nm
 Spectrum Type:  Within             Correction Type:  Start
Channel Range: 200.00 to 400.00 nm    Absorbance Range: -0.0008 to 1.4303 AU
Max Wavelength(nm): 242.48 306.40
Percent of Max Abs.: 78.2% 100.0%
Within at 58.745 min   PuP = 298.53 nm
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 nm    AU  nm    AU  nm    AU  nm    AU  nm    AU  nm    AU
200.00 0.0262 201.00 0.0262 202.00 0.0262 203.00 0.0264 204.00 0.0271 205.00 0.0282
206.00 0.0293 207.00 0.0306 208.00 0.0320 209.00 0.0336 210.00 0.0354 211.00 0.0372
21 0.03 2 21 0.0415 21 0. 4 0 21 0.0468 21 0.049 21 0. 523
21 0.0551 21 0. 5 2 22 0.0617 22 0.0656 22 0. 702 22 0.0751
22 0.0808 22 0.0868 22 0.0937 22 0.1023 22 0. 138 22 0.1304
23 0.1581 23 0.201 23 0. 648 23 0.3529 23 0.4652 23 0.5872
23 0. 084 23 0.8238 23 0.9228 23 1.00 6 24 1.06 1 24 1.0999
24 1. 181 24 .1177 24 .0975 24 .0613 24 .0121 24 0.9516
24 0.882 24 0.8095 25 0.73 9 25 0.6663 25 0.60 4 25 0.5438
254.00 0.4945 255.00 0.4541 256.00 0.4224 257.00 0.3986 258.00 0.3829 259.00 0.3740
260.00 0.3709 261.00 0.3733 262.00 0.3810 263.00 0.3927 264.00 0.4080 265.00 0.4269
266.00 0.4487 267.00 0.4728 268.00 0.4992 269.00 0.5273 270.00 0.5571 271.00 0.5883
272.00 0.6201 273.00 0.6526 274.00 0.6857 275.00 0.7186 276.00 0.7508 277.00 0.7826
278.00 0.8140 279.00 0.8440 280.00 0.8734 281.00 0.9023 282.00 0.9303 283.00 0.9573
284.00 0.9838 285.00 1.0101 286.00 1.0357 287.00 1.0615 288.00 1.0872 289.00 1.1134
290.00 1.1399 291.00 1.1668 292.00 1.1935 293.00 1.2195 294.00 1.2452 295.00 1.2700
296.00 1.2941 297.00 1.3167 298.00 1.3377 299.00 1.3574 300.00 1.3747 301.00 1.3903
302.00 1.4036 303.00 1.4143 304.00 1.4224 305.00 1.4277 306.00 1.4303 307.00 1.4300
308.00 1.4274 309.00 1.4224 310.00 1.4154 311.00 1.4066 312.00 1.3961 313.00 1.3845
314.00 1.3715 315.00 1.3578 316.00 1.3434 317.00 1.3285 318.00 1.3134 319.00 1.2980
320.00 1.2824 321.00 1.2669 322.00 1.2514 323.00 1.2355 324.00 1.2196 325.00 1.2030
326.00 1.1861 327.00 1.1689 328.00 1.1507 329.00 1.1317 330.00 1.1113 331.00 1.0888
332.00 1.0642 333.00 1.0374 334.00 1.0077 335.00 0.9757 336.00 0.9412 337.00 0.9037
338.00 0.8632 339.00 0.8204 340.00 0.7762 341.00 0.7295 342.00 0.6821 343.00 0.6348
344.00 0.5874 345.00 0.5406 346.00 0.4955 347.00 0.4521 348.00 0.4103 349.00 0.3710
350.00 0.3341 351.00 0.2997 352.00 0.2677 353.00 0.2384 354.00 0.2115 355.00 0.1871
Spectrum Plot Report
Spectrum # 1
 File:  c:\star\data\treinamento\propolis\pvpr t1.run                          
 tR:  58.412 min   PuP (200.000->400.000 nm) = 299. 75 nm
 Name:  PVPR t1
Instrument:  HPLC
Method:       rampa daugsch.mth
Operator:  Luiz
Run Date:  16/10/2013 15:51
 Scan Rate:  10.000 Hz  Bunch: 1  Data Rate:  10.000 Hz
 Detector Range:  200.000->400.000 nm       Valid Range:  200.000->400.000 nm
 Spectrum Type:  Within             Correction Type:  Start
Channel Range: 200.00 to 400.00 nm    Absorbance Range: 0.0025 to 1.4679 AU
Max Wavelength(nm): 242.88 306.39
Percent of Max Abs.: 76.2% 100.0%
Within at 58.412 min   PuP = 299.07 nm
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 nm    AU  nm    AU  nm    AU  nm    AU  nm    AU  nm    AU
00.00 0.0418 201.00 0.0418 202.00 0.0418 203.00 0.0421 204.00 0.0428 205.00 0.0439
06.00 0.0450 207.00 0.0464 208.00 0.0476 209.00 0.0492 210.00 0.0509 211.00 0.0526
212.00 0.0548 213.00 0.0571 214.00 0.0591 215.00 0.0615 216.00 0.0639 217.00 0.0666
218.00 0.0700 219.00 0.0733 220.00 0.0769 221.00 0.0809 222.00 0.0845 223.00 0.0894
224.00 0.0945 225.00 0.1000 226.00 0.1062 227.00 0.1132 228.00 0.1217 229.00 0.1326
230.00 0.1492 231.00 0.1754 232.00 0.2173 233.00 0.2846 234.00 0.3813 235.00 0.4979
236.00 0.6231 237.00 0.7508 238.00 0.8643 239.00 0.9586 240.00 1.0319 241.00 1.0823
242.00 1.1110 243.00 1.1194 244.00 1.1054 245.00 1.0739 246.00 1.0277 247.00 0.9683
248.00 0.8993 249.00 0.8264 250.00 0.7532 251.00 0.6817 252.00 0.6160 253.00 0.5576
254.00 0.5076 255.00 0.4668 256.00 0.4346 257.00 0.4106 258.00 0.3950 259.00 0.3861
260.00 0.3834 261.00 0.3864 262.00 0.3946 263.00 0.4070 264.00 0.4229 265.00 0.4428
266.00 0.4654 267.00 0.4905 268.00 0.5178 269.00 0.5470 270.00 0.5778 271.00 0.6101
272.00 0.6430 273.00 0.6768 274.00 0.7110 275.00 0.7449 276.00 0.7780 277.00 0.8107
278.00 0.8428 279.00 0.8735 280.00 0.9036 281.00 0.9331 282.00 0.9615 283.00 0.9890
284.00 1.0161 285.00 1.0427 286.00 1.0692 287.00 1.0954 288.00 1.1218 289.00 1.1485
290.00 1.1754 291.00 1.2028 292.00 1.2298 293.00 1.2561 294.00 1.2819 295.00 1.3069
296.00 1.3308 297.00 1.3541 298.00 1.3757 299.00 1.3953 300.00 1.4130 301.00 1.4284
302.00 1.4416 303.00 1.4521 304.00 1.4601 305.00 1.4654 306.00 1.4679 307.00 1.4676
308.00 1.4650 309.00 1.4599 310.00 1.4526 311.00 1.4434 312.00 1.4327 313.00 1.4204
314.00 1.4071 315.00 1.3929 316.00 1.3780 317.00 1.3627 318.00 1.3474 319.00 1.3318
320.00 1.3160 321.00 1.3002 322.00 1.2839 323.00 1.2677 324.00 1.2515 325.00 1.2347
326.00 1.2175 327.00 1.1995 328.00 1.1807 329.00 1.1610 330.00 1.1398 331.00 1.1162
332.00 1.0905 333.00 1.0627 334.00 1.0315 335.00 0.9980 336.00 0.9620 337.00 0.9227
338.00 0.8805 339.00 0.8361 340.00 0.7900 341.00 0.7416 342.00 0.6928 343.00 0.6442
344.00 0.5955 345.00 0.5477 346.00 0.5018 347.00 0.4575 348.00 0.4151 349.00 0.3752
350.00 0.3379 351.00 0.3031 352.00 0.2708 353.00 0.2412 354.00 0.2142 355.00 0.1896
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linear com coeficientes de correlação (R2) de 0,999 para o Artepillin C e para o ácido p-
cumárico, mantendo o valor considerado ideal para linearidade, que segundo a 
ANVISA é maior ou igual a 0,99 (BRASIL, 2003). 
 
Figura 18. Curva de calibração do ácido p-cumárico e parâmetros obtidos com a 
regressão linear. 
 
 
 
Figura 19. Curva de calibração do Artepillin C e parâmetros obtidos com a regressão 
linear. 
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A precisão do método foi determinado pelo desvio padrão relativo de três 
soluções padrões, injetadas em triplicata. Os resultados obtidos se encontram dentro 
da faixa de precisão preconizada pela ANVISA, inferior a 5% (BRASIL, 2003), conforme 
apresentado na Tabela 3. 
 
Tabela 3. Dados para avaliação da precisão do método 
 Média das áreas 
(mAu) 
Desvio padrão 
(mAu) 
Desvio padrão 
relativo (%) 
Ácido p-cumárico 
161896373 2501031 1,54 
44357497 140185 0,36 
2075849 21780 1,05 
Artepillin C 
190071643 322419 0,17 
76865779 841061 1,09 
3327349 100868 3,03 
 
A exatidão foi avaliada por meio da porcentagem de recuperação dos padrões, 
através da adição de soluções dos padrões, em triplicatas, nas concentrações de 57, 76 
e 91 μg/mL para o ácido p-cumárico e 163, 193 e 243 μg/mL para o Artepillin C. As 
taxas de recuperação demonstram a exatidão do método utilizado, que, como pode 
ser observado na Tabela 4, encontram-se dentro da faixa estabelecida pela ANVISA, 
que é de 80 a 120%, podendo ser considerados ainda valores de 50% a 120% para 
amostras complexas (RIBANI et al., 2004). 
Tabela 4. Dados para avaliação da exatidão do método 
 Concentração 
adicionada (µg/mL) 
Concentração 
recuperada 
(µg/mL) 
Exatidão (%) 
Ácido p-cumárico 
57,00 64,70 113,51 
76,00 75,51 99,36 
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91,00 94,86 104,24 
Artepillin C 
163,00 102,64 62,67 
193,00 140,69 72,90 
243,00 175,08 72,05 
 
Os limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ) foram calculados a partir 
das curvas de calibração dos padrões ácido p-cumárico e Artepillin C. Os resultados 
encontrados para o ácido p-cumárico foram de LD= 0,22 µg/ml e LQ= 0,73 µg/ml, e 
para o Artepillin C foram de LD= 5,02 µg/ml e LQ= 16,74 µg/ml, podendo assim inferir 
que o método é suficientemente sensível para os compostos de interesse. 
As concentrações do ácido p-cumárico e Artepillin C nas amostras foram 
determinadas pela substituição do y das equações das curvas dos padrões, pelos 
valores obtidos das médias (n=3) das áreas dos picos das respectivas substâncias nas 
análises. Os valores obtidos para cada extrato foram apresentados nos Capítulos 5 e 6. 
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Anexo 3 
Comprovante de depósito de patente de invenção no Instituto Nacional de 
Aprendizagem Industrial 
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